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RESUMEN

La reproduccion de alpacas mediante procesos biotecnolégicos es una
problematica actual debido a la baja calidad del semen vinculado a su alta
viscosidad, no obstante, estos problemas podrian estar relacionadas a su vez con
proteinas especificas del plasma seminal y condicionado a factores externos. El
objetivo del presente trabajo fue comparar el perfil electroforético unidimensional
del plasma seminal de alpaca en dos épocas del afio (secano y lluvia) y determinar
la relacion con los parametros de calidad seminal. Se evaluaron 8 alpacas macho
en edad reproductiva (n=8), previamente entrenadas y seleccionadas, se
mantuvieron en condiciones de semi-estabulacion a 2,746 msnm. Las muestras
de semen fueron colectadas con vagina artificial acoplada a un maniqui. Los
parametros de calidad evaluados fueron la filancia, motilidad, integridad de
membrana, funcionalidad de la membrana e integridad acrosomal del semen
fresco. Posteriormente, el plasma seminal fue obtenido por centrifugacion a 10
000 x g por 20 min dos veces y se determiné la cantidad de proteina total (ug/uL)
con la prueba de Bradford. La electroforesis SDS-PAGE se realizé en gel de
separacion al 15% y se carg6 60 ug de proteina en cada pocillo. Los geles fueron
fotodocumentados en un equipo GelDoc Go (Bio-Rad) y las iméagenes fueron
analizadas con el programa Image Lab 6,1. Se realizaron las pruebas de ANOVA,
T de student para muestras emparejadas y correlacion de Pearson en el programa
SPSS para el analisis de los datos. Los resultados mostraron que no hay diferencia
significativa (p>0,05) entre la calidad seminal de la época de secano y lluvioso; sin
embargo, la concentracion de las proteinas de 29,61 kDa; 10,17 kDa y 10,23 kDa
si varia en ambas estaciones. Se encontré una correlacién negativa significativa
(p<0,05) entre las bandas de 73,48 kDa y el parametro de filancia; las bandas
66,92 kDa y 29,61 kDa con la integridad de membrana; la banda 36,32 kDa con
la funcionalidad de membranay las bandas 10,17 kDay 6,28 kDa con la integridad
acrosomal. Ademas, se encontrd una correlacion positiva significativa (p<0,01) de
las bandas 50,44 kDa y 10,17 kDa con la integridad acrosomal y filancia,
respectivamente, asi como la banda 42,27 kDa con la movilidad (p<0,05). Se
concluye que existe correlacion entre algunas proteinas y parametros de calidad

seminal, las cuales podrian actuar como marcadores proteicos



INTRODUCCION

En la actualidad, el Perd mantiene la mayor poblacién de alpacas, con alrededor de
3,7 millones de ejemplares, siendo Ayacucho la regiéon que alberga el 2,8% de la
poblacion; para algunas regiones altoandinas la principal fuente de ingreso
econémico es la produccion de camélidos sudamericanos, principalmente el alto
valor de la fibra de alpaca que representa el 80% de la produccién total a nivel
mundial (MINAGRI, 2018). Sin embargo, las poblaciones alpaqueras presentan
multiples problemas reproductivos relacionados a la fisiologia seminal, la cual esta
vinculada con la alta viscosidad y bajo volumen seminal, baja concentracién y
movilidad espermatica, que impiden la aplicacién de biotecnologias reproductivas
como criopreservacion seminal e inseminacion artificial para el mejoramiento
genético (Contreras et al., 2024; Garnica et al., 1993; Huanca et al., 2011; Morton
et al., 2008).

Asimismo, diversos componentes, en especial las proteinas del plasma seminal
cumplen una funcién importante en el transporte, supervivencia y capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides (Druart & de Graaf, 2018; Rodriguez et al., 2011);
en las alpacas, se reportd la mucina 5B como la proteina responsable de la
viscosidad seminal (Kershaw-Young & Maxwell, 2012), la proteina RSVP14 que
cumplen con la funcién de proteccion y transporte de los espermatozoides (Druart
et al., 2013), y la proteina Factor de Induccion para la Ovulacion (7-NGF) que induce
la ovulacion en el tracto genital femenino (Aisen et al., 2021; Kershaw-Young, Druart,
et al., 2012; Kumar et al., 2013); no obstante, alin no se realizd una caracterizacion
completa de las proteinas presentes en plasma seminal y su relacion con los

parametros de calidad seminal que pueden actuar como marcadores proteicos.
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Por otro lado, factores externos como la estacionalidad pueden afectar algunos
parametros de la calidad seminal como la concentracién y morfologia espermética
(Giuliano et al., 2008; Lima Verde et al., 2020); sin embargo, adn no se reporto el
efecto que podria haber sobre la composicion proteica del plasma seminal de alpaca,

es por ello que los objetivos del presente estudio son los siguientes:

Objetivo general

Comparar el perfil electroforético del plasma seminal de alpaca en dos épocas del

afo y relacionarlo con los parametros de calidad seminal.

Obijetivos especificos

1. Evaluar los pardmetros de calidad seminal (filancia, movilidad, integridad de
membrana, funcionalidad de la membrana e integridad del acrosoma) del semen
fresco de alpaca en época de secano y lluvias.

2. Determinar la concentracion total de proteinas del plasma seminal de alpaca en
época de secano y lluvias.

3. Realizar el perfil electroforético de proteinas del plasma seminal de alpaca en
época de secano y lluvias.

4. Correlacionar los parametros de calidad seminal con el perfil electroforético del

plasma seminal en época de secano y lluvias.

11



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

El plasma seminal es de esencial importancia para el transporte, supervivencia y
capacidad de fertilizacion de los espermatozoides en el tracto genital femenino, y
estas funciones dependen de los azucares, lipidos y proteinas que lo componen. Las
proteinas, en particular, participan en pasos esenciales que preceden la fertilizacion
e interaccion de gametos; curiosamente, ademas, son especificas de cada especie y
se diferencian en su estructura, abundancia relativa y patrones de expresion (Druart
& de Graaf, 2018).

En mamiferos se han descrito una variedad de proteinas que forman parte del plasma
seminal e interactian con los espermatozoides, tales como los bovinos, en el que se
reportaron aproximadamente 1 974 proteinas del plasma seminal entre 10 a 250 kDa
(siendo las predominantes de 30 kDa), de las cuales 952 proteinas son comunes
también en los espermatozoides (Ramesha etal.,, 2020; Sarsaifi et al., 2015).
Mientras que en carneros, se ha identificado 727 proteinas que se encontraban de
manera desproporcionada en el plasma seminal, siendo solo el 5% de ellas las que
representaban el 50% de espectro total (Soleilhavoup et al., 2014), otro trabajo
reporté6 también un total de 362 proteinas involucradas con la capacidad de

congelacion del plasma seminal (Rickard et al., 2015).

En la alpaca, aun no se reportaron proteinas especificas relacionadas a la calidad
seminal o procesos de criopreservacion; sin embargo, se reportd que la
concentracion total de proteinas no se ve alterado en procesos de
congelacion/descongelacion (Diaz, 2014). Por otro lado, la proteina Factor de

Induccion para la Ovulacion (OIF/T1-NGF) de 14 kDa se encuentra muy estudiada
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debido a su alta expresion, representando un 47% de la cantidad total de proteinas
en el plasma seminal, ya que induce la ovulacion en el genital femenino, siendo una
peculiaridad en la fisiologia reproductiva de camélidos (Druart et al., 2013; Kershaw-
Young, Druart, etal, 2012). Asimismo, Aisen etal. (2021), realizd6 el pefrfil
electroforético SDS-PAGE unidimensional del plasma seminal de alpaca y reporté 5
bandas de proteinas de distintos pesos moleculares; mientras que Kershaw-Young
& Maxwell (2012), mediante espectrometria de masas identifico 28 proteinas, donde
se sugiere que la mucina 5B, mucina 5AC y la apomucina son formadoras de gel y
por lo tanto de la viscosidad seminal; no obstante, alin no se encuentra estudiado la
influencia que puede causar el cambio de estacionalidad en las proteinas del plasma
seminal y su relacién con otros parametros de calidad espermaética, es por eso que

este trabajo colaborara para elucidar dichos conocimientos.

2.2.  Vicugna pacos “alpaca”

La alpaca es un Camélido Sudamericano domesticado, genéticamente desciende de
Lama vicugna “vicufia” y en menor proporciéon de Lama glama “llama”, inicialmente
era consideraba sucesora de Lama guanicoe “guanaco”, por ello su primera
denominacién fue Lama pacos, sin embargo, a través de estudios moleculares pudo
demostrarse que existe una relacién estrecha entre la alpaca y la vicufia, siendo su
denominacién actual Vicugna pacos (Kadwell et al., 2001).

En esta especie se puede diferenciar dos razas que difieren, en apariencia, la raza
Huacaya por tener una fibra corta y rizada, y Suri que posee una fibra larga y recta
(Bustinza et al., 2021); en el Perq, el 80% de alpacas son de la raza Huacaya, 12%
Suri y 8% de razas hibridas (MINAGRI, 2018).

2.3. Fisiologia reproductiva de la alpaca macho

El inicio de la edad de reproductiva de la alpaca es entre los 2 y 3 afios de edad,
cuando desaparece la adherencia pene — prepucio (Huanca, 1996; Sumar, 1983). El
pene de la alpaca es de tipo fibroelastico que puede llegar a medir de 35 a 40 cm en
ereccion, presente la “S” peniana delante de los testiculos, los cuales sonde 3,5a5
cm de largo en un animal mayor a 3 afios, equivalente a 0,02 — 0,03% del peso total

de cuerpo. Las alpacas carecen de vesiculas seminales, las principales glandulas
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sexuales son la préstata y las glandulas bulbouretrales, estan producen secreciones

gque dan volumen al semen (Huanca, 1996; Vaughan et al., 2003).

La produccion de espermatozoides comprende de tres fases, primero la
espermatocitogénesis, en el cual las células germinales primordiales cambian a
espermatides; la segunda fase es la espermiogénesis, en el que los esperméatides
esféricos son transformados a espermatozoides, y finalmente la espermiacion, en el
que los espermatozoides son liberados dentro de los tubos seminiferos; todo este
proceso estd regulado por las hormonas como la liberadora de gonadotropina
(GnRH), la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) que
provocan la produccién de andrégenos para la formacion y maduracion espermatica
(Hafez & Hafez, 2000).

Figura 1. Vista lateral de los genitales masculinos de camélidos: A) columna espinal,
B) ileon, C) recto, D) acetdbulo, E) vejiga, F) glandula prostatica, G) glandula
bulbouretral, H) tuberosidad isquiética, 1) uretral dorsal, J) borde de la pelvis, K) hueso
pubico, L) arco isquiatico, M) conducto deferente, N) cuerpo cavernoso del pene, O)
uretra peneana, P) glandula sigmoidea del pene, Q) testiculo, R) escroto, S) orificio
uretral, T) punta cartilaginosa del pene, U) orificio prepucial, V) ligamento escrotal, W)
cola del epididimo, X) cabeza del epididimo, Y) tlnica vaginal, Z) plexo pampiniforme
(Fowler, 1998; Vaughan et al., 2003).
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2.4. Semen de la alpaca

2.4.1. Morfologia y morfometria del espermatozoide

Los espermatozoides son los gametos masculinos producidos por la
espermatogénesis, estas células poseen 3 regiones: la cabeza, cuello y flagelo. La
cabeza, contiene al nacleo con la informacion genética y el acrosoma, principalmente;
el cuello, es la pieza intermedia que contiene a las mitocondrias y una serie de
estructuras laminadas que proveen de flexibilidad al espermatozoide; y el flagelo, que
otorga movimiento a la célula. La morfologia espermética es variada, sin embargo se
las formas normales incluyen a los espermatozoides que tiene cabeza normal y
flagelo entero y no enrollado, considerando una longitud de cabeza promedio de 5,47
pUm, un ancho de la cabeza promedio de 3,4 uym y una longitud total promedio de
46,03 um (Gonzales, 2008).

2.4.2. Parametros de calidad espermética

A. Volumen

Debido a la carencia de vesiculas seminales, los camélidos tiene un bajo volumen de
eyaculado a comparacion de otras especies; en las alpacas el volumen promedio es
de 1 a 2 mL (Garnica et al., 1993; Kershaw-Young & Maxwell, 2012; Vaughan et al.,
2003). El semen de alpaca presenta un color blanco lechoso al blanco cristalino,
dependiente de la concentracién espermatica el cual constituye un 11,5% y el plasma
seminal un 88,5% (Garnica et al., 1993), la concentracion de espermatozoides es
baja, de 30 — 150 x 10° espermatozoides / mL (Kershaw-Young & Maxwell, 2012). Sin
embargo, el volumen de eyaculado y concentracién de espermatozoides puede variar
entre individuos, debido a sus caracteristicas fisioldgicas propias o en el mismo
individuo de una coleccion a otra, debido al manejo tipo de coleccion (Garnica et al.,
1993; Truijillo, 2019).

B. Filancia

El semen de alpaca es altamente viscoso y puede afectar la motilidad del
espermatozoide (Garnica et al., 1993), el cual dificulta las técnicas de reproduccién

asistida. Algunos estudios muestran que podria ser causado por
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glicosaminoglicanos (GAG) que son secretados por las glandulas bulbouretrales, la
concentracion de GAG en el plasma seminal de alpaca es 15 veces mayor que en
el de carnero y mas del 85% del contenido total de GAG en el plasma seminal de
alpaca es sulfato de queratdn y este compuesto estd correlacionado con la
viscosidad (Kershaw-Young, Evans, et al., 2012); sin embargo, las enzimas que se
encargan de la degradacion de los GAG no degradan por completo la viscosidad,
mientras que las proteasas si lo logran, lo que sugiere que las proteinas podrian
estar relacionadas a la viscosidad en el semen de alpacas (Kershaw-Young et al.,
2013). Se reporté que la proteina mucina 5B se encontraba cinco veces mas
abundante en muestras de plasma seminal de alpaca con alta viscosidad en
comparacion con aquellas con baja viscosidad (Kershaw-Young & Maxwell, 2012);
no obstante, alin no se determina el principal causante de la viscosidad en el semen

de alpaca.

C. Movilidad

La movilidad es el parAmetro que evalla el movimiento de los espermatozoides;
en el semen de alpaca, no hay movilidad masal y la matilidad individual es
oscilante o estacionaria debido al movimiento del espermatozoide en su mismo
sitio generado por la contraccién por la alta viscosidad del semen (Bravo et al.,
2000, 2002; Garnica etal., 1993). La motilidad espermatica es un parametro
utilizado generalmente para estimar la calidad seminal en diversas especies; no
obstante, en camélidos sudamericanos no seria un buen indicador debido a su

predominante movimiento oscilatorio (Bravo et al., 2002).

Para garantizar la fertilizacion, la motilidad no debe ser menor al 70%; en alpacas,
la motilidad varia entre 40% y 90% (Bravo et al., 2002; Linares, 2020; Orellana,
2024). Sin embargo, luego del proceso de criopreservacion del semen, la motilidad
espermatica disminuye entre el 10% a 20% (Morton et al., 2008), obteniéndose
una tasa maxima de prefiez del 26% a través de inseminacion artificial (Vaughan
et al., 2003).

La motilidad se mide usualmente de manera subjetiva a través de un microscopio
a 400X, en el cual se visualiza espermatozoides métiles en al menos 5 campos y
se determina el porcentaje sobre el total de espermatozoides contados; por otro
lado, se puede realizar una evaluacion méas objetiva con el uso de sistemas

automatizados como AndroVision sistema CASA (Andlisis de Esperma Asistido
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por Computadora) que realiza analisis estandarizados de motilidad, concentracién
y morfologia (Mortimer, 2000).

D. Viabilidad

La viabilidad de una célula espermética implica la capacidad de este para fecundar
un ovocito, esto conlleva a realizar técnicas in vitro para comprobar, al menos, su
unién a la zona pellcida; sin embargo, comunmente al usar el término viabilidad
hace referencia al porcentaje de espermatozoides con la membrana plasmética

y/o acrosomal integra (Abecia & Forcada, 2010).

La integridad de la membrana y por lo tanto la funcionalidad, son parametros
esenciales para que un espermatozoide sea moévil, debido a que mantiene
concentraciones de iones citoplasmaticas y cofactores fundamentales que son
necesarios para el movimiento flagelar del espermatozoide (Leeuw et al., 1991).
La evaluacion de la integridad de membrana se basa en el uso de fluorocromos
combinados como el loduro de Propidio (IP) y Hoechst 33342, el IP es un
compuesto que atraviesa membranas plasmaticas dafiadas o degeneradas, se
une al nucleo y al ser excitado por una longitud de onda de 510 a 560 nm emite
fluorescencia roja, esto permite identificar células muertas o en proceso de
degeneracién; por otro lado, el Hoechst 33342 es un capa de atravesar
membranas celulares intactas y se adhiere al ADN, generando una fluorescencia
azul al ser excitado, identificando asi a las células viables (Garner & Johnson,
1995; Muifio, 2008). Mientras que la funcionalidad de la membrana, se puede
evaluar a través de la prueba de endosmosis (Hypo-Osmotic Swelling Test, HOST)
que permite evaluar la funcionalidad de la membrana por medio de su capacidad
para el transporte del agua al interior de la célula por 6smosis, por lo tanto, un
espermatozoide con membrana integra y funcional expuesto a una solucion
hipoosmética presenta evidencia por el abultamiento o enrollamiento de la cola

(endosmaosis) (Jeyendran et al., 1984).

Asi como la integridad de la membrana espermatica, la evaluacién de la integridad
acrosomal en el espermatozoide es esencial para garantizar una fecundacion
exitosa debido a que el acrosoma debe permanecer intacto hasta unirse con la
zona pelucida del oocito, donde desencadena la reaccion acrosomal que permite
la liberacién y activacion de diversas enzimas que en conjunto con la motilidad

adquirida, penetrara la célula y dara paso a la fecundacién (Honda et al., 2002).
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La integridad acrosomal se puede evaluar por medio de diferentes tinciones; en
llamas se aplico la técnica de la triple tincién con Azul de Tripan, Rojo neutro y
Giemsa, donde se pueden evaluar 4 patrones: 1 - espermatozoides vivos con
acrosoma presente (regién post acrosomal celeste o azul claro y acrosoma
purpura); 2 - espermatozoides vivos con acrosoma dafiado o suelto (region post
acrosomal celeste o azul claro y acrosoma lavanda claro u oscuro); 3 -
espermatozoides muertos con acrosoma presente (region post acrosomal azul
oscuro y acrosoma purpura); y 4 - espermatozoides muertos con acrosoma
dafiado o suelto (region post acrosomal azul oscuro y acrosoma violeta claro u

oscuro) (Fumuso et al., 2015).

La tincion con el reactivo Coomassie Blue (CB) es una técnica sencilla que
permite identificar presencia (tefiido) o ausencia (no tefido) del capuchén
acrosomal, pero no indica la viabilidad del mismo (Fumuso et al., 2014; Giuliano
etal.,, 2012). En llamas se empleé una técnica dual que combina la prueba
hipoosmotica (HOST) y la tincién con CB para evaluar la integridad de acrosoma

y funcionalidad de membrana simultaneamente (Carretero et al., 2018) (Figura 3).

L T

Pieza Intermedia

Figura 2. Morfometria de la cabeza del espermatozoide y el angulo de insercién de la

pieza intermedia; en amarillo, el capuchdn acrosomal coloreado (Flores, 2018).
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Figura 3. Espermatozoides de llama evaluados con la técnica de HOST en combinacion

con la tincién de CB. |) Espermatozoides con membranas funcionales y presencia de
acrosoma, IlI) espermatozoide con membrana funcional y ausencia de acrosoma, IlI)
espermatozoides sin funcionalidad de membranas y presencia de acrosoma y 1V)
espermatozoides sin funcionalidad de membranas y ausencia de acrosoma (Carretero
et al., 2018).

Otras técnicas con microscopia de fluorescencia, como el uso de Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC) con las lectinas Peanut Aglutinina, Pisum sativum Aglutinina
y Phaseolus vulgaris Aglutinina (PNA, PSA, PHA) permiten evaluar la viabilidad
del espermatozoide a través de la reaccion acrosomal; el compuesto FITC-PNA
posee la capacidad para unirse a los terminales de beta-galactosa localizados al
interior de la membrana acrosdmica externa y poder identificar el acrosoma en su
estado integro, reaccionando o reaccionado (Carretero et al., 2015). En alpacas,
se usO esta técnica fluorométrica con FITC-PNA (Figura 4); no obstante, esta
técnica no diferencia espermatozoides vivos y muertos, a diferencia de FITC-PSA,
se une a las glicoproteinas de la matriz acrosémica y complementado con el
fluorocromo de loduro de Propidio (IP) permite identificar espermatozoides viables
con membrana acrosomal intacta, viables con membrana acrosomal dafiada,
muertos con membrana acrosomal intacta y espermatozoides muertos con
membrana acrosomal dafiada (Carretero et al., 2015); por consiguiente, al evaluar
el semen de alpaca obtenido del epididimo con el reactivo FITC-PSA, el 95 % de
espermatozoides mostraron acrosoma integro (Delgado, 2019). Sin embargo,

estas técnicas pueden requerir de equipamiento e inSumos cOStosos.
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Figura 4. Espermatozoides de llama observados con la técnica de FITC-PNA/IP.

A) Espermatozoide vivo con acrosoma intactos (sin fluorescencia en cabeza ni
capuchén acrosomal), B) espermatozoide vivo con acrosoma reaccionando (sin
fluorescencia en cabeza, fluorescencia verde intensa en capuchdén acrosomal),
C) espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado (sin fluorescencia en cabeza,
fluorescencia verde en capuchén acrosomal en forma de puntillado o media luna),
D) espermatozoide muerto con acrosoma reaccionando (fluorescencia roja en la
cabeza, y fluorescencia verde intensa en capuchon acrosomal) y F)
Espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado (fluorescencia roja en

cabeza, fluorescencia verde en capuchén acrosomal) (Carretero et al., 2015).



2.4.3. Métodos de recoleccion de semen

A. Vagina artificial

La colecta de semen con vagina artificial, es un método que no requiere de equipos
especializados, consta de un tubo de PVC de 25 a 30 cm de largoy 5 a cm de
diametro y forrado con un latex en el que se introduce agua con temperatura de 38
a 40 °C, toda la estructura es envuelta con una almohadilla térmica para mantener
la temperatura (Bravo et al., 2000; Vaughan et al., 2003). No obstante, para realizar
la colecta, previamente se requiere entrenar a los machos al uso de un maniqui
considerando que la falta de libido puede generar el rechazo de algunos; por otro
lado los movimientos anteroposteriores y de rotacion del pene en la vagina artificial
puede generar excesiva presencia de espuma y escaso volumen de semen que
dificulten los examenes seminales, asi como también la duracion de la eyaculacion,
dificultad para mantener la temperatura constante y la exposicién del pene en el
medio, pueden alterar la calidad del esperma colectado (Giuliano et al., 2008;
Hanzen et al., 2015).

B. Electroeyaculacion

Esta coleccion de semen se da a través de estimulos eléctricos de 0,2 V inducidos
en intervalos de 1 a 3 segundos que va incrementando a 10 V en 6 a 12 min, para
ello el animal se encuentra sedado y recostado de costado y la sonda del
electroeyaculador es introducida por el recto y ubicada sobre la préstata (Hanzen
et al., 2015). La duracién de colecta con este método es menor, puede realizarse
durante todo el afio y no hay formacion de espuma a diferencia del uso de la vagina
artificial, sin embargo la muestra obtenida es mas diluida, con baja concentracion
de espermatozoides por secrecidbn de las glandulas anexas y puede ser
contaminada por orina, asi como también requiere de un profesional especializado,

asi como un equipo y protocolo adecuado (Giuliano et al., 2008).
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C. Recuperacion de espermatozoides del epididimo

Consiste en la extirpacién de las génadas y separacion de la cola del epididimo e ir
diseccionando el tejido conectivo para liberar los espermatozoides en una solucién
fisiologica buferada y realizar los andlisis espermaticos, esta técnica permite
establecer un protocolo de criopreservacion del semen al no tener el plasma seminal
gue le proporciona la caracteristica viscosa y se puede evaluar mejor la motilidad
progresiva y la calidad del acrosoma en el espermatozoide, sin embargo no es

posible conseguir muestras sucesivas de un mismo animal (Morton et al., 2008).

2.5. Plasma seminal de alpaca

2.5.1. Caracteristicas del plasma seminal

El plasma seminal es un fluido secretado por las glandulas anexas en las alpacas y
esta compuesto por moléculas como azucares, lipidos y proteinas que intervienen en
la correcta funcion biolégica de los espermatozoides desde la eyaculacion hasta la
fertilizacion. La interaccion entre el plasma seminal y los espermatozoides induce la
unién de las proteinas seminales a la superficie del espermatozoide vivos y los
protege selectivamente para no se fagocitados, de tal forma, juega un rol importante
en el transporte, la supervivencia y la capacidad de fertilizacion de los
espermatozoides en el tracto genital femenino (Druart & de Graaf, 2018; Muifio, 2008;
Rodriguez et al., 2011). La variabilidad de calidad seminal entre distintos machos
puede atribuirse a las diferencias en el plasma seminal (Muifio, 2008), dado que
secreciones pre seminales tendrian efecto nocivo sobre la calidad espermética

evidenciado en la disminucion de la ,movilidad (Akcay et al., 2006).
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2.5.2. Proteinas del plasma seminal

Las proteinas del plasma seminal de alpaca estan representadas por 3 grupos
principalmente, a) las proteinas con dominios de fibronectina tipo Il (Fn2)
correspondientes a a masas moleculares de 220 y 215 kDa, estas se unen a los
fosfolipidos de fosfatidilcolina o esfingomielina de la membrana del esperma por un
grupo de aminoéacidos hidrofébicos expuestos en la superficie (Greube et al., 2004;
Rodriguez et al., 2011); b) las espermadhesinas o proteinas de unién a heparina que
son de 12 a 16 kDa, sus actividades biolégicas dependen de su secuencia, grado de
glicosilacién y su capacidad para unirse a la heparina; y c) las proteinas secretoras
ricas en cisteina (CRISP) que derivan de residuos de cisteina que residen en su
porcién C-terminal (Rodriguez et al., 2011)

A través de los afios se ha determinado que el plasma seminal bovino (BSP: bovine
seminal plasma) contiene una familia de proteinas que son producidas por las
vesiculas seminales y se han encontrado proteinas homologas en otros mamiferos.
En el toro, estas proteinas representan el 65% del total de proteinas en semen y en

el caballo el 1% (Bergeron et al., 2005).

En los bovinos, inicialmente por medio de radioinmunoensayos especificos se
identificaron tres proteinas representativas del plasma seminal bovino: BSP-A1/-A2,
BSP-A3 y BSP-30 kDa, estas proteinas representaron del 40% al 57% de proteina
total del plasma seminal (25% a 47% de BSP-A1/-A2, 3% a 5% de BSP-A3,y 3% a
7% de BSP-30 kDa) y 4% a 6% de proteina total de esperma (2,5% a 4% de BSP-
Al/-A2, 0,4% a 0,9% de BSP-A3 y 0,5% a 1% de BSP-30-kDa) (Nauc & Manjunath,
2000). Estas proteinas interactian especificamente con fosfatidilcolina, recubren la
superficie de los espermatozoides y participan en modificaciones de la membrana
durante la capacitacion (Desnoyers et al., 1994). Asimismo, las proteinas BSP1 y
BSP5 se han relacionado también con la capacitacion de los espermatozoides de
toro, durante la cual actian como un puente entre la heparina y la membrana del
espermatozoide, fomentando la salida de colesterol. Ademas, el BSP1 ha
demostrado ademas actividad como chaperona que dirige el plegamiento de
proteinas en condiciones fisiolégicas (Pini et al., 2016). Posteriormente, con métodos
proteémicos de 2-D LC/MS/MS y SDS-PAGE se describi6 99 proteinas en el plasma
seminal del bovino (Kelly et al., 2006). En el toro Bali (Bos javanicus), se identificaron

116 puntos de proteinas de 10 a 250 kDa, siendo los predominantes los menores a
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30 kDa, representadas por proteinas del grupo de espermadhesinas, aglutinante 313
de esperma, BSP1 y Ribonucleasa seminal (Sarsaifi et al., 2015). Mientras que en el
Bos indicus, con espectrometria de masas de alta resolucién también se identificé 1
974 proteinas del plasma seminal que correspondieron a 277 583 coincidencias
espectrales de péptidos (PSM) y 12 047 de las proteinas de los espermatozoides. En
la caracterizacion, se identificaron 952 proteinas comunes en los espermatozoides y
el plasma seminal, lo que representaba el 26% del total de proteinas (Ramesha et al.,
2020).

En los carneros, por medio de un analisis de SDS-PAGE se identificaron
aproximadamente 25 proteinas del plasma seminal con masas moleculares de 14 a
120 kDa, siendo la principal proteina una espermadhesina de 15,5 kDa que
representaba el 45% del total de proteinas; otras proteinas principales eran
homologas a las proteinas del plasma seminal del bovino y fueron denominadas
RSP-15 kDa, RSP-16 kDa, RSP-22 kDa y RSP-24 kDa, estas representaban el 20%
del total de proteinas (Bergeron et al., 2005). (Bergeron et al., 2005). Posteriormente,
en un andlisis realizado con GeLC-MS/MS se identificaron 685 proteinas, entre las
cuales resaltaron familias de proteinas de espermadhesinas, (espermadhesina Z13,
bodhesina 2), ligadas a proteinas espermaticas (BSP 1, BSP 5) y proteinas
secretoras ricas en cisteina (CRISP2), se identificaron proteinas que habian sido
reportadas anteriormente como proteina LEG1 en el proteoma de eyaculados del
carnero pero no en muestras tomadas del epididimo lo que sugiere que la proteina
es secretada por una glandula sexual masculina accesoria (Pini etal., 2016).
Asimismo, se reportdé que las proteinas se encontraban de manera
desproporcionada, ya que solo el 5% (39 de 727) constituia el 50% del espectro total,
siendo las predominantes las proteinas de la familia de espermadhesinas y BSP,
identificAndose proteinas como espermadhesina-1 (SPADH1) y espermadhesina Z13
(SPADH2), BSP1 y BSP5, y bodhesina-2 (Soleilhavoup et al., 2014). Al utilizar SDS-
PAGE y espectrometria de masas cuantitativa, se identificaron 362 proteinas, siendo
la proteina BSP1 el que registrO un espectro mas alto, asi también entre las
principales estuvieron bodhesina 2, lactoferrina, clusterina y la proteina UPF0762; al
realizar una comparacion entre muestras de semen con alta y baja resistencia a
congelacion, se encontraron 75 y 48 proteinas mas abundantes, respectivamente, de
las cuales 8 estaban fuertemente correlacionadas con una resiliencia de congelacion

individual superior, y 6 estaban correlacionadas con una resiliencia de congelacion
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individual deficiente, estos resultados evidencian un vinculo en la composicion

proteica y la capacidad de congelacion del plasma seminal (Rickard et al., 2015).

En el plasma seminal de camélidos se resalta una proteina en especifica llamada
Factor de Induccién para la Ovulacion (L-NGF) que provoca la ovulacion en las
hembras al momento de la cépula, ha sido identificado como una proteina de 13-14
kDa muy abundante en el plasma seminal de alpacay llama (Kershaw-Young, Druart,
et al., 2012; Ratto et al., 2010), constituyendo 47% y 25% de la cantidad total de
proteinas en el plasma seminal de alpaca y camello respectivamente (Druart et al.,
2013). En camellos, la técnica 2D-PAGE, identific6 100 puntos proteicos desde 15
kDa a 100 kDa, de entre las cuales se identificaron 19 proteinas por MALDI TOF,
debido a la limitada informacion disponible sobre el genoma de los camélidos (Druart
et al., 2013; Kumar et al., 2013).

2.5.3. Influencia de la estacionalidad en las proteinas del plasma seminal

El plasma seminal puede sufrir variaciones en su composicion debido a factores
externos como la estacionalidad. EI cambio de temperatura puede generar cambios
en la fisiologia del animal, asi como se muestra en una evaluacion protedmica por
medio de nano cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada con
espectrometria de masas, que reporté que la proteina Caltrin tiene una relacion
significativa negativa con la temperatura del aire y con el malestar térmico en el
animal, mientras la proteina Ribonucleasa 4 se correlaciond positivamente. Asi
también, 12 proteinas en verano y 8 en invierno mostraron correlaciones significativas
con la cinética de los espermatozoides, mientras las proteinas albumina sérica,
catepsina L1 y sulfhidrilo oxidasa (QSOX1) presentaron correlaciones con los
defectos espermaticos, 10 proteinas se correlacionaron con la viabilidad de la
membrana espermatica en verano, mientras con una sola proteina (Gelsolin) en

invierno (Souto et al., 2021).

En el toro Bos taurus indicus se reportd que en verano las proteinas de 9 kDa y 12
kDa mostraron porcentajes mas bajos (72,72% y 45,45%, respectivamente), mientras
gue en invierno estas mismas proteinas presentaron porcentajes mas altos (90,90%
y 63,63%, respectivamente), estos resultados estan relacionados con la calidad del
esperma que fue mejor en la época de invierno; otras proteinas como la de 20 kDa

mostraron la misma incidencia (27,27%) en ambas temporadas (Chacur et al., 2011).
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En el toro criollo también se encontré diferencia proteémica del plasma seminal en
distintas épocas, siendo las proteinas de 5,4; 6,5; 14,2; 19,9; 24,0 y 45,0 kDa las que
se presentaron en mayor concentracion en época de lluvia, y las proteinas de 29,0;
33,3; 35,1; 61,1, 66,0; 72,8 y 89,7 kDa en época de secano. Ademas 3 proteinas de
17,1; 20,1; 36,0 kDa no se expresaron en la época lluviosa. Asi también, las proteinas
gue se presentaron en el total de animales experimentales en la época lluviosa y
disminuyeron su frecuencia de presentacion en la época seca fueron las de peso
molecular 89,7 y 6,5 kDa. Por otro lado, se sugiere también una correlacion directa
entre la concentracion de espermatozoides y algunas proteinas de 29 kDa, 36 kDa y
33.2 kDa, asociandose esta Ultima de forma inversa con la motilidad espermatica y
viabilidad espermética (Barajas, 2013).

Sin embargo, otro trabajo realizado en bovinos durante las temporadas de invierno,
verano Yy lluvia, no mostraron diferencia significativa en la calidad del semen y por
consecuencia en el proteoma del plasma seminal, solo se detectd pequefias
diferencias en las proteinas fijadoras de fosforilcolina segun la estacion, siendo
menores en verano que en invierno o en época de lluvias de acuerdo a un andlisis

rapido de cromatografia liquida para proteinas (FPLC) (Lima Verde et al., 2020).

En camélidos, un estudio en llamas reporta que durante el verano se obtiene mejores
caracteristicas seminales en cuanto a la motilidad espermatica, volumen vy
concentracion en comparacion a la temporada de primavera (Ferré et al., 2015), y en
alpacas, un trabajo realizado durante la estacion de verano e invierno en la costa
peruana se reporté que en la época de invierno se tiene mejores caracteristicas
seminales en cuanto a concentraciébn, movilidad, vitalidad y frecuencia de
espermatozoides normales, debido a un efecto negativo por estrés al calor
(Villanueva et al., 2018), mientras que otro trabajo realizado en Puno, indica que la
época del afio no influye en dichas variables en el semen de alpacas (Huanca et al.,
2011).
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

La colecta y analisis de calidad seminal se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria Canaan del Instituto de Innovacion
Agraria — INIA CANAAN, Ayacucho, ubicado en el distrito de Andrés Avelino Caceres
Dorregaray, provincia de Huamanga, region Ayacucho a una altitud de 2736 msnmy
latitud 13°09'48" S y una longitud oeste de 74°12'20" W; y los andlisis moleculares en
el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

Los datos meteorologicos fueron obtenidos de la Red Hidrometeorolégica —
OPEMAN en la Estacién Experimental Agraria Canaan del Instituto de Innovacion
Agraria — INIA CANAAN, Ayacucho.

Epoca de secano (agosto y septiembre):

- Precipitacién: 0,29 + 0,36 mm

- Temperatura Maxima: 26,25 + 0,39 °C
- Temperatura Minima: 9,24 + 1,59 °C

- Humedad relativa: 76,73 + 0,67 %

Epoca de lluvia (noviembre y diciembre):

- Precipitacion: 2,21 + 1,11 mm

- Temperatura Maxima: 25,95 + 0,58 °C
- Temperatura Minima: 11,79 + 0,22 °C
- Humedad relativa; 82,09 + 3,15 %
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3.2. Poblaciéon y muestra

La poblacion de estudio fue del plantel de reproductores de la Estacion Experimental
Agraria Canaan del INIA, Ayacucho. La muestra estuvo constituida por 48 eyaculados
colectados por vagina artificial de 8 alpacas macho en edad reproductiva de entre 4
a 8 afos de edad de raza Huacaya, considerandose 3 eyaculados por individuo en

cada época de estudio (secano y lluvia).

3.3.  Metodologia

3.3.1. Obtencién de muestra seminal

Previo a la coleccién de semen, se realizé la seleccion y el entrenamiento de machos

para la aceptacion al maniqui de colecta y vagina artificial.

Las colectas se realizaron semanalmente (2 veces por semana), hasta completar las
3 colectas requeridas por cada macho en cada época; las muestras contaminadas,

con bajo volumen, baja motilidad o concentracion fueron descartadas.

Para la colecta de semen se us6 la técnica de vagina artificial (Bravo et al., 2000;
Sumar, 1983; Vaughan et al., 2003) adaptado en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria Canaan del Instituto de Innovaciéon
Agraria — INIA CANAAN, Ayacucho. Se utilizé un tubo PVC con una funda de latex
en el interior ajustado a los extremos, y a un extremo incorporado una bolsa de
polietileno en forma cénica fijada a un tubo de centrifuga cénico de 15 mL para la
recepciéon de la muestra (Figura 5). Se agreg6 agua a 45 °C al interior del tubo (entre
el latex y el tubo) para mantener la vagina artificial a una temperatura constante de
37 °C y se introdujo aire para mantener la presion de las paredes internas, la vagina
artificial fue envuelta con una bolsa de agua caliente y frazadillas para mantener la

temperatura constante de 36 a 37 °C durante el tiempo de cépula.

28



Tubo PVC

Estructura Tubo colector

Revestimiento de latex Almohadilla térmica

Figura 5. Diagrama de la vagina artificial usada para colectar semen de alpaca
(Vaughan et al., 2003).

Se desinfectd la zona del periné del maniqui con alcohol al 70 % y se aseguré la
vagina artificial por debajo y dentro del maniqui, y se colocé en posicion de monta.
En cada colecta se monitore6 constantemente al macho y de ser necesario se ayudo
durante la penetracion, se registrd el tiempo de monta y observaciones especificas
del comportamiento de cada macho. Al terminar la colecta, se traslad6 la vagina
artificial al laboratorio, se retir6 el tubo colector con la muestra y se puso

inmediatamente en Bafio Maria a 37 °C para realizar los andlisis seminales.

3.3.2. Andlisis macroscopico

Los analisis macroscépicos seminales se realizaron inmediatamente después de la
colecta por observacién directa de la muestra con los protocolos adaptados en el
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria
Canaéan- INIA CANAAN, Ayacucho.

A. Volumen

El volumen (mL) se determin6 con la escala graduada del tubo colector de 15 mL.
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B. Espuma

La cantidad de espuma generada en la muestra durante el tiempo de cépula, se
midié con una regla (cm) en el tubo colector con escala graduada de 15mL
(Contreras et al., 2024).

C. Color

Se determind por observacion y clasificado como en tonalidades de blanco que
presentaba la muestra: blanco lechoso, blanco cristalino y cristalino (Contreras
et al., 2024).

D. Filancia

Se evalué a través de la filancia generada por la muestra, para ello se tomé 10 pL
de semen y se coloco sobre un portaobjetos elevando la punta del tip generando un
hilo hasta su punto maximo, la longitud del hilo formado se evalué con una regla

milimetrada (Figura 6).

Pipeta
Regla

, Filancia

db Lamina portaobjetos

Figura 6. Medicion de la filancia del semen de alpaca (Morton et al., 2008).
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3.3.3. Andlisis microscépico

Los analisis microscopicos seminales se realizaron con los protocolos adaptados
en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental
Agraria CANAAN- INIA, Ayacucho.

A. Concentracion

Se usaron 10 pL de semen y se colocaron en IMV® Lamina Portaobjetos Leja de
20 pm atemperada a 37 °C, se evaluo a través del microscopico con un aumento
de 200X (Carl Zeiss Axiolab) acoplado a un servidor con el Sistema de Analisis
Seminal Computarizado (CASA) (AndroVision®; Minitib GmbH, Tiefenbach,
Germany), en el que se determind la concentracion espermética expresado en
millones por mililitro (Mill/mL), en cada andlisis se evalu6 3 campos diferentes

homogéneos y se report6 el promedio.

B. Movilidad

La movilidad espermética se determin6 por estimacién visual previo entrenamiento.
Para ello se tomaron 10 pL de semen y se colocaron en IMV® Lamina Portaobjetos
Leja de 20 um atemperada a 37 °C y se observo a 200X al microscopio (Carl Zeiss
Axiolab), se estimé el porcentaje de espermatozoides méviles en relacion al total de
espermatozoides del campo observado. En cada andlisis se evalu6 3 campos

diferentes homogéneos y se report6 el promedio.
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C. Integridad de membrana

Para evaluar la viabilidad a través del analisis de integridad de membrana, se
usaron 10 pL de semeny se colocaron en un tubo de microcentrifuga ambar de 0,5
mL previamente atemperado a 37 °C. Inmediatamente se agreg6 5 uL del reactivo
Hoechst 33342 y 5 uL de loduro de Propidio, se puso a incubar a 37 °C por 15 min.
Al finalizar, se evaluaron 10 pL de muestra en una lamina portaobjetos y
cubreobjetos sobre la placa térmica del microscopio con filtro de fluorescencia. El
analisis se realiz6 al microscopio a un aumento de 400X (Carl Zeiss Axiolab) y en
un cuarto oscuro, se conté un total de 200 espermatozoides y se obtuvo el
porcentaje de espermatozoides tefiidos de azul (viables con membrana integra) y
los espermatozoides rojos-violeta (no viables o en proceso de degeneracion)
(Muifio, 2008; Orellana, 2024) (Figura 7).

Figura 7. Espermatozoides emitiendo fluorescencia con Hoechst 33342 y
loduro de Propidio vistos al microscopio al aumento de 400X. En azul
espermatozoides vivos y en rojo, muertos. INIA-CANAAN, Ayacucho 2023.
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D. Funcionalidad de membrana e integridad de acrosoma

La funcionalidad de membrana e integridad de acrosoma se evaluaron en un
analisis dual de acuerdo a lo descrito por Carretero et al. (2018). Para ello se colocé
50 pL de muestra de semen en 200 uL de medio hipoosmotico a 50 mOsm/Kg
(Fructuosa 0,1125 g y Citrato de sodio 0,06125 g) y se incub6 a 37°C por 20 min.
Luego, se agreg6 200 pL de paraformaldehido diluido al 4% en PBS al 1X, se
homogenizé y dejé a temperatura ambiente por 5 min. Al finalizar, se centrifugé a
800 x g (gravedades) por 10 min y se descartd el sobrenadante sin eliminar el
sedimento de espermatozoides formado en el inferior del tubo. Se resuspendid el
sedimento en 50 pL de PBS al 1X, se realiz6 un frotis con 30 uL de muestra y se
dej6 secar completamente. Posteriormente, se cubrié la ldmina con el colorante
Azul de Coomassie al 0,22% (0,22% Azul de Coomassie, 50% metanol, 10% &cido
acético glacial) y se dejé reposar por 20 min para colorear las células. Al terminar,
se elimino el residuo de colorante con agua destilada, dejé secar la lamina y se

evalud al microscopio a un aumento de 1000X.

Para el andlisis de funcionalidad de membrana se contaron 200 espermatozoides y
la clasificaciébn se hizo de acuerdo a (Jeyendran et al., 1984), se consideraron
espermatozoides con membrana funcional a los que reaccionaron al estrés
hipoosmoético mediante la hindrazon de la cola (Figura 8) mientras que aquellos
espermatozoides sin cambios en la cola (Figura 8a) fueron considerados

funcionalmente dafiados. Los datos se expresaron en porcentajes.

(a) Sin cambios (b)-(g) Varios tipos de cambio en |a cola. Hinchazon en |a cola indicado por el area gris.
(a) (b) (c) (d) (e) U] (@)
O

Figura 8. Representacion grafica de cambios morfolégicos en espermatozoides

sometidos al test hipoosmoético (Jeyendran et al., 1984).
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Para el analisis de integridad de acrosomal, se contaron 200 espermatozoides y la
clasificacion se realizé de acuerdo a (Giuliano etal., 2012), las células con
acrosoma presente mostraron una coloracién azul uniforme en la region del
capuchon acrosomal (tefiido), mientras que los espermatozoides con acrosoma
ausente mostraron un area limpia (no tefiido). Los datos se expresaron en

porcentajes (Figura 9).

’U; &) DT oB ™ 5 ;- l

Figura 9. Espermatozoides sometidos a la prueba dual de HOST y
coloracion con Azul de Coomassie evaluados al microscopio al amento
100X. A) Espermatozoides con cola enrollada: membrana funcional B)
Espermatozoides con la cola recta: membrana no funcional
Espermatozoides marcados en rojo con capuchén acrosomal coloreado:
acrosoma presente. INIA-CANAAN, Ayacucho 2023.
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3.3.4. Obtencion del plasma seminal

Las muestras de semen fresco fueron transportadas con gel packs frios (para evitar
el dafio de las proteinas) al Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, donde se

realizaron los andlisis de proteinas.

Las muestras de semen se centrifugaron a 10 000 x g (gravedades) por 20 min a 4
°C y se transfirié el sobrenadante transparente a un tubo de microcentrifuga de 1,5
mL nuevo (se repitio este proceso dos veces). Se colocé 10 uL del plasma seminal
recuperado en una lamina portaobjetos para evaluar al microscopio a 400X y
verificar la ausencia de espermatozoides. Para las muestras que presentaron
mucha viscosidad, se uso6 una jeringa de 5 mL con una aguja de 0,45 x 12 mm para
aspirar y expulsar el semen por al menos 10 veces con la finalidad de disminuir la
filancia. Las muestras de plasma seminal fueron distribuidas en alicuotas de 100 pL
con PMSF (Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo) al 1mM de concentracion final, el cual
es un inhibidor de proteasas que evita la degradacién de las proteinas. Las

muestras fueron almacenadas a — 20 °C hasta su uso.

3.3.5. Cuantificacién de proteinas

A. Curva de calibracién con albumina

Se prepard un stock inicial de con la proteina albumina sérica bovina (BSA Sigma-
Aldrich) al 0,1 pg/pL con agua desionizada, a partir de ello se prepararon soluciones
estandar de 0; 2; 4; 8; 10; 12; 16 y 20 pug/mL (por triplicado).

Se uso el reactivo comercial Bradford (Bio-Rad, USA), el cual se diluyé en 1:2,5 (1
mL de Bradford + 1,5 mL de agua desionizada) antes de realizar el andlisis de

proteinas.

Se mezclaron 100 pL de la solucién estandar de albumina y 100 pL del reactivo de
Bradford diluido, se homogeniz6 y dejo reaccionar por 30 min a temperatura
ambiente. Al terminar, se observo la escala de intensidad del azul de acuerdo a la
concentracion de proteina, el estandar con 20 pg/mL de BSA report6 un color

azulino mas intenso que los de menor concentracién (Figura 10). Se cuantifico la
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absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro BioPhotometer plus Eppendorf y se
realizo la curva de calibracién en Microsoft Excel para determinar la ecuacion lineal

de la recta de tendencia (Figura 11).

Figura 10. Escala de colorimetria visual de la curva de calibracién de estandares de BSA
(ug/uL) con Bradford al 1:2,5. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

0,600 -
y = 28.307x

R?=0.9792
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0,200 -

ABSORBANCIA 595 nm

0,100 -

0,000 & : : : : .
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

BSA ( ug/ul)

Figura 11. Linea de tendencia y ecuacién de la curva de calibracién
de estandares de BSA (0; 2; 4; 8; 10; 12; 16 y 20 pg/uL) con Bradford
al 1:2,5. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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B. Cuantificacion de muestras seminales

Las muestras de plasma seminal contenian un alto porcentaje de proteinas y las
lecturas al espectrofotbmetro estuvieron fuera del rango calculable, es por ello que
se diluyé con agua desionizada 1:800 (1 pyL de muestra y 999 uL de agua) y se
homogenizé. De la dilucién se transfiri6 100 uL a un microtubo nuevo estéril y se
mezclé con 100 pyL de la solucion Bradford 1:2.5, se homogenizé y se dejo
reaccionar por 30 min a temperatura ambiente. Al terminar, se colocaron las
muestras en un cooler con hielo para estabilizar la reaccion y se ley6 la absorbancia
a 595 nm en el BioPhotometer plus Eppendorf, finalmente se determind la
concentracion de proteina total con ecuacion lineal de la curva de calibracién con

BSA, se evalué cada muestra por triplicado y se report6 el promedio.

3.3.6. Electroforesis SDS-PAGE unidimensional

Se realizé procesos de electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (1D - SDS PAGE) para la separacion y cuantificacion de las
proteinas del plasma seminal en funciéon de su peso molecular, para ello se uso el
equipo Mini-PROTEAN Tetra System — BioRad. Estos analisis se realizaron en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, segun protocolo de Laemmli

(1970) con algunas variaciones.

A. Elaboracion de geles

Los geles se elaboraron en dimensiones de 8,6 cm x 6,8 cmy de 1,0 mm de grosor.
Se prepar6 5 mL de gel separador que estuvo constituido por
acrilamida/bisacrilamida al 15%, el cual se diluy6 a partir de una solucién de 35%
(17,5 g de acrilamida y 0,47 g de bisacrilamida) en Buffer Tris-HCI| 1.5M pH 8,8 y
SDS al 0,1%, APS al 0,05% y 1,4 pL/mL de TEMED para la polimerizacion.
Inmediatamente después de agregar todos los componentes, se homogenizo
sutilmente y con una micropipeta de 1000 pL se agregé al molde compuesto de 2
vidrios paralelos y ajustado a los extremos, luego de agregar toda la solucion se

cubrié con agua destilada y se dejo polimerizar por 30 min.

37



Se prepar6 2 mL de gel concentrador, estuvo compuesto por
acrilamida/bisacrilamida al 4%, el cual se diluy6 a partir de una solucion de 40%
(20 g de acrilamida y 0,53 g de bisacrilamida) en Buffer Tris-HCI 0,5M pH 6,8 y
SDS al 0,1%, APS al 0,1% y 2 yL/mL de TEMED, y se homogenizo la mezcla. Se
descarto el agua destilada del molde e inmediatamente se agrego la solucion del
gel concentrador, se colocaron los peines del molde para formar lo pocillos y se

dejé polimerizar por 30 min.

Al finalizar la polimerizacién de los geles, se trasladé los vidrios a la camara de
electroforesis y se colocé el buffer de corrida compuesto por Tris-Base 25 mM,
glicina 192 mM y SDS al 1%, ajustado a pH 8,3. Se realizé una pre-corrida sin

muestras a 150 V por 60 min.

B. Preparacion de muestra y electroforesis

Se diluyé 40 uL con 80 pL de buffer de carga, el cual estaba constituido por el
buffer Tris-HCI 0.5M pH 6,8 para regular el pH en la solucién, glicerol 11,11% que
aumenta la densidad de la muestra, SDS 2,2% que desnaturaliza y despliega las
proteinas cargandolas negativamente, azul de bromofenol 0,06% para visualizar
el movimiento de la muestra a través del gel y [1-mercaptoetanol al 11,1% que
rompe los puentes disulfuro y se pierda la estructura cuaternaria de las proteinas
(Molloy, 2000). Se incubaron las muestras a 98 °C por 15 min en un termociclador
para favorecer la desnaturalizacién de proteinas. Finalmente, se conservaron las

muestras a 4 °C hasta su uso.

Se colocaron 60 g de proteina en cada pocillo del gel (se cargd distintos
volumenes de acuerdo a la cantidad de proteina en cada muestra) (Figura 22), a
los extremos laterales se colocO los marcadores de peso molecular de amplio
rango Three-color Prestained Protein Marker WSHT (245 kDa a 11 kDa) y de
menor rango Prestained Low Range Protein Marker WSHT (66,2 kDa a 6,2 kDa),
posteriormente se realiz6 la corrida el buffer de corrida, previamente descrito, a
80 V por 2 h, hasta visualizar el azul de bromofenol en el extremo inferior del gel.
Al finalizar, se extrajo con mucho cuidado solo los geles para ser coloreados
(Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis 1D — SDS PAGE con el equipo Mini-PROTEAN Tetra
System — BioRad. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

C. Tincién de geles, fotodocumentacion y analisis de imagenes

Los geles fueron sumergidos en un medio con azul de coomassie al 0,05% y
sulfato de cobre al 0,1% diluido en metanol al 30% y &cido acético glacial al
10%, por 2 h y 30 min con movimiento constante. Posteriormente, se traslado
el gel a un medio decolorante con metanol al 30% y acido acético glacial al 10%

por 16 h con movimiento constante.

Finalmente los geles se fotodocumentaron con el equipo GelDoc Go (Bio-Rad
USA). El peso molecular y la concentracion relativa de cada banda se
determinaron de acuerdo a los picos de intensidad reportados con el programa

Image Lab 6,1.
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3.3.7. Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de ANOVA y prueba de Turkey para evaluar la variabilidad de
calidad seminal entre individuos. Para realizar la comparacion de calidad seminal y
concentracion relativa de proteinas en la época de secano y lluvia, se realizé una
prueba de T-Student de muestras emparejadas. Se determind la Correlacién de
Pearson (r) entre la concentracion relativa de cada banda de proteina y los
parametros de calidad seminal. Todos los andlisis se realizaron en Microsoft Excel y
SPSS 29.0.1.0.
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4.1. Analisis de calidad seminal

4.1.1. Calidad seminal en época de secano

V. RESULTADOS

Tabla 1. Media = DS del andlisis macroscépico y microscopicos de semen fresco de alpaca en época de secano (n =8, r=3). INIA-CANAAN, Ayacucho

2023.
N° Volumen Concentracién . . - Viabilidad espermatica

alpaca (mL) (Mill/mL) Filancia (cm)  Movilidad (%) Integridad de Funcionalidad de Integridad

membrana (%) membrana (%) acrosomal (%)

1 1,50 £ 0,32 179,00 = 68,742 2,83 £ 0,292 85,00 + 8,662 54,90 + 3,16 49,32 + 4,714 92,74 + 3,86
2 1,20 £ 0,26 162,67 = 24,662 0,40 +0,17° 67,57 + 9,962 52,91+ 1,96 49,29 + 5,209 91,09+241
3 1,40 £ 0,17 175,33 = 11,502 0,33 +0,15° 53,63 + 3,25 48,51 + 4,31 79,44 + 9,302 93,46 £ 4,38
4 1,57 £ 0,75 110,67 + 26,082 0,43 +0,12° 83,63 + 8,272 54,48 + 2,68 94,09 + 3,482 93,38 = 3,08
5 1,17 £ 0,29 105,33 + 23,443 0,33+0,29° 67,90+ 11,39% 52,63+ 6,25 50,92 + 5,944 94,09 + 1,97
6 1,07 £ 0,12 165,67 = 41,362 0,57 +£0,12° 59,50 + 1,93° 51,71 + 4,53 53,05 + 6,09 94,83 + 0,29
7 3,00£1,18 64,00 + 13,53 2,83 £ 1,442 53,30 * 6,06° 50,14 + 6,59 70,99 + 8,60 91,65 2,25
8 2,10£1,23 54,67 + 8,96° 1,67 + 0,582 55,07 + 3,07° 59,99 +5/11 67,08 + 9,17 92,27 £5,94

MEDDéA * 1,63 £ 0,92 125,92 + 55,30 1,18+ 1,17 65,7 £ 13,71 53,16 = 5,07 64,27 + 16,85 92,94 + 3,09

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) en cada columna.



4.1.2. Calidad seminal en época de lluvias

Tabla 2. Media = DS del analisis macroscopico y microscopicos de semen fresco de alpaca en época de lluvias (n =8, r=3). INIA-CANAAN, Ayacucho

2023.
N° Volumen Concentracion , , o Viabilidad espermatica
alpaca (mL) (Mill/mL) Filancia (cm)  Movilidad (%) ~ Integridad de  Funcionalidad de Integridad
membrana (%) membrana (%) acrosomal (%)
1 1,93+0,12 164,33 + 15,042 1,67 £ 0,582 60,73 + 3,04° 53,37 £ 2,36 40,57 £ 5,91¢ 95,30 + 1,522
2 1,43 £0,40 167,33 + 7,512 0,00 + 0,00° 91,00 + 9,542 48,97 £ 7,46 74,26 + 7,77 97,67 + 2,832
3 0,37 £ 0,21 149,00 + 41,222 0,17 +0,29° 91,87 £ 9,412 53,81 + 4,45 82,55 + 8,762 95,20 + 3,112
4 0,97 £ 0,46 162,67 + 48,192 0,07 +£0,12> 63,97 +16,44® 53,19+ 1,50 93,71 + 2,822 98,40 + 1,982
5 0,93+0,31 93,33 + 21,55% 0,17 +0,29° 53,90 + 3,58° 46,65 £ 8,13 60,29 + 3,09 93,56 + 3,482
6 1,37 £0,51 140,00 + 33,152 0,07 £0,12° 59,33 + 3,67° 52,56 + 3,20 34,69 + 2,09¢° 94,60 + 2,582
7 1,83 £ 0,65 54,33+ 7,23 2,67 £ 0,582 71,37 + 6,823 55,44 + 7,32 50,83 + 5,00¢% 88,50 + 0,60°
8 2,03+1,76 106,00 + 42,143° 2,50+0,87% 61,43+15,89° 48,02 + 6,54 41,99 + 8,22¢ 92,29 + 7,022
MEDIA £
DS 1,36 £ 0,82 129,63 + 46,92 0,91+1,18 69,20 + 6,18 51,37 £ 5,65 59,86 + 21,26 92,94 + 4,11

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) en cada columna.



4.1.3. Comparacion de calidad seminal en época de secano y lluvias

Tabla 3. Media = DS de la comparacion de los parametros de calidad de semen fresco de alpaca
en época de secano y lluvias (n=8; r=3). INIA-CANAAN, Ayacucho 2023.

Parametros de calidad Secano Lluvia MEDIA = DS
Volumen (mL) 1,63+ 0,92 1,36 £ 0,82 1,49 + 0,60
Concentracion (Mill/mL) 125,92 + 55,30 129,63+ 46,92 127,78 + 44,36
Filancia (cm) 1,18 + 1,17 0,91+1,18 1,04 £ 1,11
Movilidad (%) 65,7 + 13,71 69,20 + 16,18 67,45 + 13,38
Integridad de membrana (%) 53,16 + 5,07 51,50 £ 5,65 52,33+ 3,32
(Foz)”dona”dad de membrana 64,27 +16,85  59,86+21,26 62,07 + 18,76
Integridad de acrosoma (%) 92,94 + 3,09 94,44 + 4,11 93,69 + 2,42

No existe diferencia significativa (p>0,05)

43



Tabla 4. Media + DS de la comparacién de los parametros de calidad de semen fresco de cada individuo en época de secano y lluvias (n=8, r=3). INIA-CANAAN,
Ayacucho 2023.

Viabilidad espermaética

Epoca N°alpaca Volumen (mL) Concentracion

Filancia (cm) Movilidad (%)

(Mill/mL) Integridad de Funcionalidad de Integridad
membrana (%) membrana (%) acrosomal (%)

1,50 £ 1,32 179,00 + 68,74 2,83+0,29 85,00 + 8,66 54,90 + 3,16 49,32 +4,71 92,74 + 3,86

1,20 £ 0,26 162,67 £ 24,66 0,40 £ 0,17 67,57 £ 9,962 52,91 + 1,96 49,29 + 5,202 91,09+241

1,40 £ 0,172 175,33+ 11,50 0,33 +0,15 53,63 + 3,252 48,51 £4,31 79,44 + 9,30 93,46 + 4,38

1,57 +£0,75 110,67 + 26,08 0,43 +0,122 83,63 = 8,27 54,48 + 2,68 94,09 + 3,48 93,38 + 3,082

Secano 1,17 +0,29 105,33 + 23,44 033+£029 67,90 +11,39 52,63 + 6,25 50,92 + 5,94 94,09 + 1,97
1,07 £ 0,12 165,67 £ 41,36 0,57 £ 0,122 59,50 + 1,93 51,71 + 4,53 53,05 + 6,09 94,83 + 0,29

3,00+1,18 54,00 £ 13,53 2,83+1,44 53,30 + 6,06 50,14 + 6,59 70,99 + 8,60 91,65 + 2,25

2,10+1,23 54,67 + 8,96 1,67 + 0,58 55,07 + 3,07 59,99 + 5,112 67,08 + 9,17 92,27 +5,94

1,93+£0,12 164,33 £ 15,04 1,67 = 0,58 60,73 + 3,04 53,37 + 2,36 40,57 £ 5,91 95,30 + 1,52

1,43+ 0,40 167,33+ 7,51 0,00 = 0,00 91,00 + 9,54 48,97 + 7,46 74,26 £ 7,77° 97,67 + 2,83

0,37 £ 0,21° 149,00 £ 41,22 0,17 £ 0,29 91,87 £ 9,41° 53,81 + 4,45 82,55+ 8,76 95,20 + 3,11

Lluvia 0,97 £ 0,46 162,67 + 48,19 0,07 £ 0,12° 63,97 £ 16,44 53,19+ 1,50 93,71+ 2,82 98,40 + 1,98
0,93+0,31 93,33 + 21,55 0,17 £ 0,29 53,90 + 3,58 46,65 + 8,13 60,29 + 3,09 93,56 + 3,48

1,37 £ 0,51 140,00 + 33,15 0,07 £ 0,12° 59,33 + 3,67 52,56 + 3,20 34,69 = 2,09 94,60 + 2,58

1,83 £ 0,65 54,33+ 7,23 2,67 £0,58 71,37 £ 6,82 55,44 + 7,32 50,83 £ 5,00 88,50 + 0,60

2,03+1,76 106,00 + 42,14 2,50+ 0,87 61,43 £ 15,89 48,02 + 6,54 41,99 + 8,22 92,29 + 7,02

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) de cada individuo en ambas épocas.
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4.2. Andlisis de proteinas en el plasma seminal

4.2.1. Concentracion total de proteina en época de secano y lluvias

Tabla 5. Media = DS de la comparacion de la concentracion total de proteina
(ug/uL) del plasma seminal de alpaca entre individuos (columna) y entre épocas
(filas) (n=8, r=3). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

N° alpaca Secano Lluvia
1 11,35 + 3,15P¢ 10,15+ 2,25
2 5,52 + 0,64¢ 12,51+ 4,44
K3 9,39 +1,91b¢ 12,53 +1,79
4 14,09 + 2,50aP 17,02 + 6,78
5 18,58 + 1,292 14,39 + 5,56
6Y 11,19 + 2,70bc 16,03 = 3,05
7 15,32 + 2,10@b 16,17 + 2,44
8 11,67 + 2,560 12,77 £ 1,31
MEDIA £ DS 12,14 £ 4,20 13,95 + 3,96

Los subindices en la misma columna a, b y ¢ muestran diferencia
significativa (p<0,05) entre individuos y el superindice y en la misma fila
muestra diferencia significativa (p<0,05) en las dos épocas.
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4.2.2. Numero y frecuencia de proteinas expresadas en época de secano
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Figura 13. Electroforegrama 1D-SDS-PAGE del plasma seminal de alpaca en época de secano. A
los extremos se ubican los marcadores moleculares (PM) de amplio y menor rango. Cada carril
corresponde a un macho (n=8). Los nimeros en rojo indican el nimero de banda. Laboratorio de

Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Tabla 6. Perfil electroforético 1D-SDS-PAGE de bandas presentes en el plasma seminal de alpaca en época
de secano (n=8; r=3). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

0 ID alpaca i
ba,:l1da PM (kDa) 1 2 3 4 - 5 6 7 8 Frec(ursnma
1 122,54 + 2,56 - - - + - + + + 4
2 82,17 £1,82 + + - - - + - - 3
3 73,48+ 1,40 + + + + + + + + 8
4 66,92 + 1,02 + + + + + + + N 3
5 59,71+0,73 + + + + + + + + 8
6 50,44 +1,12 + - + - + - + - 4
7 42,27 £ 0,55 - + + - + - - - 3
8 36,32 % 0,60 + _ + + + _ + + 6
9 29,61 +£0,62 + + + + + + + + 8
10 25,97 + 0,80 i _ i + + + i + 4
11 14,71+ 0,31 + + + + + + ) + 7
12 10,17 £ 0,67 + + + + + + + + 8
13 6,28 + 0,12 + + + + + + + + 8
> Bandas 10 9 10 10 11 10 9 10

PM (peso molecular); + (presencia de banda); - (ausencia de banda)
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4.2.3. Numero y frecuencia de proteinas expresadas en época de lluvias
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Figura 14. Electroforegrama 1D-SDS-PAGE del plasma seminal de alpaca en época de lluvias.
A los extremos se ubican los marcadores moleculares (PM) de amplio y menor rango. Cada carril
corresponde a un macho (n=8). Los ndmeros en rojo indican el nimero de banda. Laboratorio de
Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Tabla 7. Pefrfil electroforético 1D-SDS-PAGE de bandas presentes en el plasma seminal de alpaca en época
de lluvias (n=8; r=3). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

0 ID alpaca i
ba,:l1da PM (kDa) 1 2 3 4 - 5 6 7 8 Frec(ursnma
1 122,54 % 2,56 _ + _ + _ + + N 5
2 82,17 £1,82 + + - - - + - - 3
3 73,48+ 1,40 + + + + + + + + 8
4 66,92 + 1,02 + + + + + + + N 3
5 59,71+0,73 + + + + + + + + 8
6 50,44 £1,12 + - + - + - + + 5
7 42,27 + 0,55 - + + - + + - - 4
8 36,32+0,60 + + + + + + + + 8
9 29,61+ 0,62 + + + + + + + + 8
10 25,97 £ 0,80 ] _ + + + + . + 5
11 14,71 + 0,31 + + + + + + ) + 7
12 10,17 £ 0,67 + + + + + + + + 8
13 6,28 + 0,12 + + + + + + + + 8
> Bandas 10 11 11 10 11 12 9 11

PM (peso molecular); + (presencia de banda); - (ausencia de banda)
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4.2.4. Concentracion relativa de proteinas en época de secano y lluvias

Tabla 8. Media + DS de la comparacion de la concentracion relativa de las bandas identificadas
en el plasma seminal de alpaca en época de secano Yy lluvias (n=8; r=3). Laboratorio de
Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

Concentracién relativa (%)

bal;l]da P (kb FreCEJn(a)nCIa Secano Lluvia
1 122,54 + 2,56 4 0,63x0,17 0,46 £ 0,28
2 82,17+ 1,82 3 1,10 £ 0,22 1,21 £ 0,35
3 73,48 = 1,40 8 3,37x1,21 3,51+1,43
4 66,92 + 1,02 8 4,84 + 0,97 521+1,63
5 59,71+ 0,73 8 11,21 £1,96 12,36 £ 2,62
6 50,44 + 1,12 4 2,83+0,91 2,64 £ 0,57
7 42,27 + 0,55 3 1,42 + 0,52 1,79+1,17
8 36,32 + 0,60 6 2,88 £ 0,46 4,85+ 2,26
9 29,61 = 0,62 8 5,91 + 1,462 7,83 +2,21b
10 25,97 £ 0,80 4 2,99+ 0,94 3,69 + 0,38
11 14,71 £ 0,31 7 24,27 £ 7,00 30,91 +5,79
12 10,17 £ 0,67 8 35,49 £ 9,422 25,74 + 8,55P
13 6,28 £ 0,12 8 13,32 £ 3,082 10,07 + 5,04

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) entre épocas.

PM (peso molecular)
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Tabla 9. Media £ DS de la comparacioén de la concentracion relativa (%) de las bandas de proteinas de cada macho en época de secano y lluvias (n=8, r=3).
INIA-CANAAN, Ayacucho 2023.

. Bandas
Epoca N°alpaca
1 2 3 4 5 6 7 8
086+061% 166+077% 481+033  949+134  216+0,29 3,02 + 1,28
1,28+029 517+19  6,12+0,17  1541+0,58 1,98 + 0,40
393+081 600+215 1157+129 3,21+055 134+049 236 +0,442
0,42 + 0,20 247+100 432+108  937+177 2,41 + 0,62
Secano
405+173 510£0,69  11,02+284  203+058 095%0,61  3,59+0,96
071+021 117+021% 449+061 437+094  10,58+0,70
0,81+0,14 2,66+140 4,89+061 1220+199  394+111 3.06 + 1,122
0,58 + 0,27 254+091 310+067  10,06+1,14 2,83 + 0,69
141+019° 520+068° 641+132 11,35%+1,94  254+0,36 2,98 + 0,31
0,20+£0,07 142+050  453+0,65 695+134  17,63+252 222+138  267+1,01
1774027 7,03+085  991+040  291+116 2,69+036 931+ 269"
_ 0,19 + 0,06 470+348 353+062  11,68+04 4,19 +1,89
Huvia 456+1,23 639+077 13,60+095 1,80+022 04701 4,33 +1,87
063+029 071+017° 3.36+116 3,88+047 11,07 +0,99 071+014  3,03+0,13
0,77 + 0,98 236+069 423+102 1390+6,90  3,22+0,70 3,64+ 0,96°
0,24+ 0,15 1,62+0,86 322+029  971+280  2,14+0,09 4,62 +1,29

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) de cada individuo en ambas épocas.
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Tabla 9. Media £ DS de la comparacion de la concentracion relativa (%) de las bandas de proteinas de cada macho en
época de secano y lluvias (n=8, r=3). INIA-CANAAN, Ayacucho 2023.

. bandas
Epoca  N°alpaca
9 10 11 12 13
1 5,26 + 1,05 26,27 +4,83 34,50 % 6,30 14,59 + 6,96
2 7,63+1,76 12,00+ 1,77% 43,47 +3,82% 8,96 + 1,97
3 6,17 + 1,81 18,34 +3,93 33,01 + 4,682 14,24 + 3,27
4 5,16 + 0,58 2,70 £ 1,42 33,51+£4,92  27,90+5,97 12,17 + 4,18
Secano
5 7,45 + 0,68 2,24 +0,82 26,71+276 25,88+ 6,56 9,85 # 3,13
6 6,70 + 1,42 4,38 + 2,06 2547+735  27,12+9,55 16,74 + 4,00
7 5,78 + 0,16 53,64 + 8,64 17,68 + 0,17
8 3,10+ 1,58 2,67 £ 0,94 2759+7,07 3754+3,12%  12,34+0,522
1 573+1,21 20,26 +2,05  31,24+3,17 11,47 +1,25
2 10,08 + 0,32 2010+576° 23.66+067° 3,75+ 1,63
3 7,26 +1,21 1,97 +0,13 31,88+474 1873 +1.45° 7,36 + 1,75
_ 4 8,35+ 1,75 4,25 + 1,60 36,36 +4,49  20,73+2,85 7,79 + 1,53
Huvia 5 10,58 + 0,82 3,64 +1,18 27,97 £ 4,59 18,75+ 0,79 9,24 2,12
6 5,79 + 1,00 3,46 +1,01 3391+577  21,25+4,33 12,56 + 3,09
9,86 + 7,05 43,91 + 6,69 20,62 + 4,83
4,97 + 0,16 3,42 0,32 36,91+457  27.66 + 2,50° 7,76 + 0,65°

Los subindices muestran diferencia significativa (p<0,05) de cada individuo en ambas épocas.
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4.3.  Andlisis de la correlacion de proteinas del plasma seminal y la calidad seminal en ambas épocas

Tabla 10. indices de correlacion entre las bandas de proteinas del plasma seminal y calidad del semen fresco de alpaca en ambas épocas (n=8).
Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

Bandas Calidad seminal

Epoca o Frecuencia . . . Integridad de Funcionalidad de Integridad
N PM (kDa) (n) Filancia Movilidad membrana membrana acrosomal
3 73,48 + 1,40 8 r=-0,73*
4 66,92 + 1,02 8 r=-0,76*

Secano 8 36,32 + 0,60 6 r=-0,82*
9 29,61 + 0,62 8 r=-0,69*
12 10,17 £ 0,67 8 r=-0,85**
6 50,44 + 1,12 5 r=0,96**

. 42,27 £ 0,55 4 r=0,99*

Lluvia
12 10,17 + 0,67 8 r =0,85** r=-0,72*
13 6,28 + 0,12 4 r=-0,79*

PM (peso molecular); r (correlacion de Pearson)
*Correlacion significativa (p<0,05); **Correlacién significativa (p<0,01)
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Figura 15. Correlacién de Pearson (r) de la banda 3 de 73,5 kDa del plasma seminal y
la filancia del semen fresco de alpaca en época de secano (p<0,05). Laboratorio de
Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 16. Correlacién de Pearson (r) de la banda 4 de 66,9 kDa del plasma
seminal y la integridad de membrana espermatica del semen fresco de alpaca en
época de secano (p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 17. Correlacion de Pearson (r) de la banda 8 de 36,3 kDa del plasma seminal
y la funcionalidad de membrana espermética del semen fresco de alpaca en época
de secano (p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 18. Correlacion de Pearson (r) de la banda 9 de 29,6 kDa del plasma seminal
y la integridad de membrana espermética del semen fresco de alpaca en época de
secano (p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 19. Correlacién de Pearson (r) de la banda 12 de 10,2 kDa del plasma seminal
y la integridad de membrana espermatica del semen fresco de alpaca en época de
secano (p<0,01). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 20. Correlacién de Pearson (r) de la banda 6 de 50,4 kDa del plasma seminal
y la integridad de membrana espermatica del semen fresco de alpaca en época de
lluvias (p<0,01). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 21. Correlacion de Pearson (r) de la banda 7 de 42,3 kDa del plasma seminal
y la movilidad espermatica del semen fresco de alpaca en época de lluvias (p<0,05).
Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 22. Correlacién de Pearson (r) de la banda 12 de 10,2 kDa del plasma
seminal y la filancia del semen fresco de alpaca en época de lluvias (p<0,01).
Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 23. Correlacién de Pearson (r) de la banda 12 de 10,2 kDa del plasma seminal
y la integridad acrosomal espermatica del semen fresco de alpaca en época de lluvias
(p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Figura 24. Correlacion de Pearson (r) de la banda 13 de 6,3 kDa del plasma seminal
y la integridad acrosomal espermatica del semen fresco de alpaca en época de lluvias
(p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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V. DISCUSIONES

5.1. Andlisis de calidad seminal

De acuerdo a los resultados de calidad seminal evaluado en las 8 alpacas macho,
el volumen e integridad de membrana no muestran diferencia significativa entre
individuos en ninguna época de estudio (p>0.05) (Tablas 1 y 2); el volumen
promedio reportado fue de 1,63 + 0,19 mL en la época de secanoy 1,36 + 0,17 en
la época de lluvia. En el estudio reportado por Huanca et al. (2011), se obtiene un
promedio de 1,12 + 1,10 de volumen en la época de secano y 1,28 + 1,19 mL en
la época de lluvia, los cuales son similares a los reportados en el presente trabajo
de investigacion, dado que se utilizé el mismo método de colecta de semen y se
realiz6 en la misma estacion del afio. La integridad de membrana evaluada con el
reactivo ioduro de propidio y Hoechst 33342, fue de 53,16 + 1,04 en la época de
secano y 51,37 £ 1,15 en lluvias, asi como lo reportado por Cueva ( 2018), quien

obtuvo un promedio de 61,48% con valor maximo de 73,00% y minimo de 57,27%.

Sin embargo, los parametros de concentracion espermatica, filancia, movilidad,
funcionalidad de membrana e integridad acrosomal, muestran diferencia
significativa (p<0,05) entre individuos (Tablas 1y 2), esta variabilidad también fue
reportada por Huanca et al. (2011) y Morton et al. (2008), considerando igualmente
gue no siempre se pudo obtener muestras aptas para evaluacion de un mismo
macho durante todo el estudio, debido a la falta de libido del animal, la obtencion
de solo plasma seminal o muestras contaminadas con residuos de tierra por la
dificultad de acomodarse al maniqui que contiene la vagina artificial;
observandose una situacién similar cuando se obtuvieron muestras de semen por

electroeyaculacion (Giuliano et al., 2008).
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El analisis comparativo de ambas épocas que se reporta en la Tabla 3, no muestra
diferencia significativa (p>0,05) en ningun parametro de calidad seminal, lo cual
es concordante con los resultados obtenidos por Huanca et al. (2011) quienes
mencionan que la estacion influye solo en la morfologia y morfometria de los
espermatozoides. Como también se reporta en llamas, donde se presento
diferencias significativas (p<0,05) en la anormalidad de la cola del espermatozoide
(Giuliano etal., 2008) y otras especies como bovinos tampoco presentaron
diferencias (p>0,05) en la movilidad espermatica durante temporadas de invierno,

verano y lluvia (Lima Verde et al., 2020).

Sin embargo, Giuliano et al. (2008) en su trabajo con llamas reporta disminucion
significativa (p<0,05) de la concentracién espermatica (20,96 + 25,31 x 105/mL en
la época de invierno y 71,71 + 88,43 x 10°/mL en la época de verano) en la
temporada de verano (donde la temperatura ambiental maxima fue de 28,6 °C),
esto debido a que el incremento de temperatura en los testiculos produce
degeneracién espermatica y disminucion de la espermatogénesis; no obstante en
el presente trabajo la temperatura maxima reportada en ambas épocas no fue muy
variable, la época de secano (agosto y septiembre) se report6é 26,25 + 0,39 °C y
en la época de lluvia (noviembre y diciembre) 25,95 + 0,58 °C, esta diferencia no
fue significativa para alterar la concentracion espermética en semen de alpacas,
ya que se reportd 127,17 + 11,29 Mill/mL de espermatozoides en la época de

secano y 129,63 + 9,58 Mill/mL en la época de lluvia (Tabla 3).

Por otro lado, Villanueva et al. (2018) evalud la calidad seminal de 4 alpacas en la
época de verano (temperatura maxima de 30,00 °C) y la época de invierno
(temperatura maxima de 24.00 °C), donde obtuvo filanciade 5,9+ 34cmy 3,7 +
2,0 cm para época de verano e invierno respectivamente siendo superior a lo
reportado en el presente trabajo de investigacion (1,18 + 0,24 y 0,91 + 0,24 para
época de secano y lluvia, respectivamente), posiblemente debido a mecanismos
de proteccion del plasma seminal sobre la calidad de los espermatozoides, segun
lo sefiala Troedsson et al. (2005). Asi también, Villanueva et al. (2018) report6 el
aumento de la movilidad (de 58,0 + 22,1 % a 77,3 £ 11,6 %) en la época de lluvia,
estos resultados no coinciden con lo reportado en el presente trabajo, sin embargo
al realizar el analisis de comparacion individual en ambas épocas como se
muestra en la Tabla 4, se puede observar diferencias significativas (p<0,05) en

dos individuos que mostraron disminucion de la filancia (0,43 £ 0,07 a 0,07 + 0,07
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y 0,57 £ 0,07 a 0,07 £ 0,07 cm) y aumento de movilidad (67,57 £ 5,75 a 91,00 +
551y 53,63 + 1,88 a 91,87 + 5,43 %) en la época de lluvia, que es un patron
constante en el semen de alpacas e inicialmente se relacion6 con la presencia de
mucopolisacéridos o glucosaminoglicanos (Kershaw-Young, Evans, et al., 2012);
no obstante, Kershaw-Young et al. (2013) sugiere que las proteinas estarian
implicadas en la alta viscosidad seminal, aun asi, la variacion de temperatura en
las épocas de estudio podrian no haber sido significativas para evidenciarse esta

variacion en los parametros en todos los individuos evaluados.

Del mismo modo, la viabilidad espermatica no mostré diferencias significativas
(p>0,05) en la época de secano y lluvia, esto coincide con lo analizado en llamas,
donde se evalug la viabilidad espermética a través de la tincién eosina-nigrosina
y no mostrd diferencias en la época de verano y primavera, pero si reportd
variacion significativa (p<0,05) del volumen seminal, motilidad y concentracion
espermatica, obteniendo mejores resultados en la época de primavera donde las
temperaturas fueron de 13,4 °C a 16,8 °C (Ferré et al., 2015), asi como un estudio
a lo largo del afio en camellos revelé que el volumen seminal, la concentracion,
movilidad y viabilidad espermaética eran menores en los meses con temperaturas
ambientales altas y los mejores eyaculados estaban asociados con el incremento
de testosterona y libido, que se da en meses cuando el fotoperiodo es corto, no
obstante, la morfologia espermatica no tubo variaciones durante el afio (Al-Bulushi
et al., 2019).

5.2.  Andlisis de proteinas en el plasma

El andlisis de concentracion total de proteinas en el plasma seminal de alpaca
reportado en la Tabla 5, muestra que existen diferencias significativas (p<0,05)
entre individuos solo en la época de secano siendo el valor minimo de 5,52 + 0,37
pg/ul y maximo de 18,58 + 0,75 ug/pL. Sin embargo, la comparacién en las dos
épocas de estudio, muestra que la concentracion total de proteinas solo varié
significativamente (p<0,05) en los machos 3 y 6, habiendo en ambos casos un
aumento en la época de lluvia (de 9,39 + 1,10 a 12,53 + 1,04 pg/pL y de 11,19 +
1,56 a 16,03 + 1,76 pg/uL); mientras que el promedio general de las 8 alpacas
analizadas no muestra diferencia significativa (p>0,05) en ambas épocas

climéticas,
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Por medio de electroforesis unidimensional SDS-PAGE se establecieron un total
de 13 bandas de proteinas con distintos pesos moleculares en ambas épocas de
estudio (de 122,5 kDa a 6,3 kDa), esto difiere a lo encontrado por Aisen (2021)
gue reporto 5 bandas (de 60, 25, 20, 14 y 13 kDa) en el plasma seminal de alpaca;
sin embargo estos resultados no nos permiten identificar el nUmero completo
proteinas presentes, asi como lo reportado Kershaw-Young & Maxwell (2011)
donde se identifico un total de 89 proteinas del plasma seminal de alpaca mediante
espectrometria de masas (MS/MS). En la época de secano (Figura 13 y Tabla 6),
las bandas de 73,5; 66,9; 59,7; 29,6; 10,2 y 6,3 kDa fueron las mas frecuentes
(presentes en todos los individuos), seguido de las bandas de 36,3 kDa y 14,7 kDa
que estuvieron presentes en 6 y 7 machos, respectivamente; mientras que las
bandas menos frecuentes fueron de 122,5; 82,2; 50,4; 42,3 y 25,9 kDa que se
presentaron en solo 4 o 3 machos. Por otro lado, en la época de lluvia (Figura 14
y Tabla 7), las bandas de 73,5; 66,9; 59,7; 36,3; 29,6; 10,2 y 6,3 kDa fueron las
mas frecuentes (presentes en todos los individuos), seguido de la banda de 14,7
kDa que estuvo presente en 7 machos, y las bandas de 122,5; 50,4 y 25,9 kDa
se presentaron en 5 machos; mientras que las bandas menos frecuentes fueron
de 82,2 y 42,3 kDa que estuvieron en solo 3 y 4 machos, respectivamente, esto
difiere a lo reportado en bovinos (Barajas, 2013), donde se identificaron 3 bandas

de proteinas presentes Unicamente en la época con menos precipitacion.

Sin embargo, al evaluar la concentracion relativa de las 13 bandas identificadas
en el presente trabajo (Tabla 8), las bandas de 29.61 kDa, 10.17 kDa y 6.28kDa
mostraron diferencia significativa (p<0,05) en ambas épocas climéticas (Tabla 8);
la banda de 29.61 kDa reporté un aumento en la época de lluvia (de 5.91% a
7.83%), mientras que las bandas de 10.17 kDa y 6.28kDa disminuyeron (de
35.49% a 25.74% y de 13.32% a 10.07%, respectivamente), estas bandas podrian
estar relacionadas a la proteccién del espermatozoide ante el estrés térmico como
las proteinas del shock calérico HSP60, HPS70 y HPS90 reportados en caprinos
(Baraja-Vasquez et al.,, 2005), donde se demostré que la cantidad de estas
proteinas estan relacionados con el calor, la privacion de agua y alimento, y
participan en mecanismos de aclimatacién y adaptacion; asimismo, es el Kershaw-
Young & Maxwell (2011) en su estudio de proteinas del plasma seminal de alpaca
identificadas por MS/MS, reporta la presencia de una proteina Heat shock de 70
kDa. Aunqgue las bandas identificadas en el presente trabajo no son del mismo

peso molecular, no es posible descartar la posibilidad debido a que podrian estar
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presentes mas proteinas en una sola banda y estas podrian haber sufrido
protedlisis debido a la sensibilidad de la proteina frente agregados resistentes al
SDS como los reporta Kelly et al. (2006).

Las bandas de 14,7 y 10,2 kDa (Figuras 13 y 14) muestran el mismo patrén que
las bandas de 14 y 13 kDa presentados por Aisen et al. (2021). La banda de 10
kDa presente en los 8 machos, tanto en época de secano y de lluvias, podria
corresponder al Factor Inductor de la Ovulacién (LJ-NGF), una proteina que en
otros estudios de electroforesis bidimensional y MS/MS es referenciada con un
peso molecular de 14 kDa; en el perfil electroforético esta banda muestra el mismo
patrén que previos estudios en camélidos, asi también constituye un 35,5 %
(época de secano) y 25,7 % (época de lluvia) de cantidad del total de proteinas en
la muestra (Tabla 8), siendo la proteina con mayor concentracion, asi como se
reporta en alpacas (47,0%) y camellos (24,0%) (Druart et al., 2013; Kumar et al.,
2013), esta elevada concentracion en camélidos es debido a que esta proteina
actia como induccion de ovulacion en hembras después de la eyaculacion
(Kershaw-Young, Druart, etal.,, 2012; Ratto etal., 2010), no obstante, en el
presente estudio la cantidad de esta proteina se vio disminuida en la época de
lluvia (noviembre y diciembre). Por otro lado, la proteina [1-NGF (10,2 kDa)
muestra una correlaciéon negativa (r = - 0,85 y r = - 0,72) significativa (p<0,01 y
p<0,05) en la época de secano y lluvia, respectivamente, con la integridad
acrosomal espermatica (Figura 19 y 23) y una correlacion positiva (r = 0,85)
significativa (p<0,01) con la viscosidad espermatica (Figura 22), esto se relaciona
a los trabajos realizados en toros, donde se encontr6 a la proteina [I-NGF
localizada en la regién de la cabeza y la cola de los espermatozoides mediante
inmunofluorescencia, junto a la molécula TrkA; la cual es una molécula
neurotrofica adherida al capuchén acrosomal, el nucleo y la cola del
espermatozoides, e influye en las funciones reproductivas masculinas (Li et al.,
2010), y se ve afectada por el aumento de concentracién de la proteina [I-NGF
(Levanti et al., 2006).

La banda de 14,7 kDa presente en ambas épocas es la segunda proteina que se
encuentra en mayor cantidad del total de proteinas en la muestra, reportandose
24,3 % en la época de secano y 30,9 % en la época de lluvia (Tabla 8), esta
proteina podria corresponder a la proteina RSVP14 reportada en carneros con el

peso molecular de 14 kDa y pertenece a la familia de las proteinas BSP, también
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involucrada en la capacitacion de los espermatozoides y la proteccién de la
membrana espermatica contra el choque térmico (Cardozo et al., 2008), esta
proteina fue reportada anteriormente en alpacas (Aisen et al., 2021) y también en
multiples especies como jabali, ciervos, toros, caballos y camellos (Druart et al.,
2013).

De acuerdo a los analisis de correlacion (Tabla 10), en la época de secano se
observa una correlacién negativa (r = - 0,82) significativa (p<0,05) de la banda de
36,3 kDa con la funcionalidad de membrana (Figura 17), la cual se valu6 a partir
de la prueba de HOST, asi como también las proteinas de 66,9 kDa y 29,6 kDa
mostraron una correlacion negativa (r = - 0,76 y r = - 0,69) significativa (p<0,05)
con la integridad de membrana (Figuras 16 y 18), estas proteinas indican una
posible interaccion negativa con el plasmalema de la célula espermatica, contrario
a lo que reporta Aisen et al. (2021), donde la adicién del plasma seminal en
muestras seminales después del proceso de congelacion-descongelacién mejora
la conservacion de la funcionalidad de membrana; sin embargo, esta interacciéon
positiva puede estar asociada a la banda de 50,4 kDa que en la época de lluvia
mostré una correlacion positiva (r = 0,99) significativa (p<0,01) (Figura 20) con la
integridad de membrana espermética evaluada por la tincion de Hoechst 33342 e
loduro de Propidio. Las correlaciones reportadas en el presente trabajo sugieren
la relacién de las proteinas del plasma seminal y la calidad del semen; no obstante,
es importante que posteriormente (con el uso de otras técnicas) se realice la
identificacion de las proteinas especificas involucradas, ya que pueden actuar
como marcadores de fertilidad, que en la industria permitiria evaluar el potencial
reproductivo de los machos y su idoneidad para la criopreservacion (Druart et al.,
2019).
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VI. CONCLUSIONES

1. Los parametros de calidad seminal del semen fresco de alpaca no mostraron
diferencias significativas (p>0,05) en la época de secano y lluvias.

2. Laconcentracion de proteina total en el plasma seminal del semen de alpaca
no mostro diferencias significativas (p>0,05) en la época de secano y lluvias.

3. El perfil electroforético unidimensional permiti6 establecer 13 bandas de
proteinas de distintos pesos moleculares tanto en época de secano y lluvias,
las cuales correspondieron a: 122,54 kDa; 82,17; kDa 73,48 kDa; 66,92 kDa,;
59,71 kDa; 50,44 kDa; 42,27 kDa; 36,32 kDa; 29,61 kDa; 25,97 kDa; 14,71
kDa; 10,17 kDa y 6,28 kDa, de las cuales las bandas 29,61 kDa; 10,17 kDa y
6,28 kDa difieren significativamente (p>0,05) en la concentracién relativa en
ambas épocas.

4. Se estableci6 correlacion negativa entre la banda de 73,48 kDa vy la filancia;
entre las bandas de 66,92 kDa y 29,61 kDa con la integridad de membrana;
entre la banda de 36,32 kDa y la funcionalidad de membrana; y entre las
bandas de 10,17 kDa 'y 6,28 kDa con la integridad acrosomal. Se establecio
correlacion positiva entre las bandas de 50,44 kDa y 10,17 kDa con la
integridad acrosomal y la filancia, respectivamente; y entre la banda de 42,27

kDa con la movilidad.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Realizar mas estudios de la calidad seminal y caracterizacion proteica del
semen fresco de alpaca en su habitat natural durante el afio, para evaluar el
efecto de la alimentacion in situ en el semen, la expresién de proteinas y su
correlacion con la calidad seminal durante todas las variaciones climaticas del
afo, asi como también aumentar la poblacion de estudio.

2. Realizar estudios avanzados de protedmica como electroforesis bidimensional,
espectrometria de masas (MS/MS) y Western Blot para identificar marcadores
proteicos de la calidad seminal en alpacas.
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ANEXOS

Anexo 1. Registro total de datos meteorologicos obtenidos de la Red Hidrometeoroldgica — OPEMAN de la
Estacion INIA - CANAAN a 2736 msnm, 13°09'48" Sy 74°12'20" W, en la época de secano (agosto y
septiembre) y lluvia (noviembre y diciembre). Ayacucho, 2023

Dia Precipitacion Temperatura maxima Temperatura minima Humedad relativa
Ago Set Nov Dic Ago Set Nov Dic Ago Set Nov Dic Ago Set Nov Dic

1 0,00 0,00 0,00 3,80 24,80 25,80 27,80 23,40 6,40 8,40 10,00 11,80 75 82 66 91
2 0,00 0,00 0,00 0,00 26,00 2540 29,80 27,00 580 9,40 9,00 12,00 75 80 83 86
3 0,00 0,00 0,00 7,80 25,60 25,40 28,40 28,00 6,80 8,60 11,60 12,80 74 81 77 77
4 0,00 0,00 000 000 24,40 26,40 23,00 27,80 7,60 9,40 13,60 9,80 80 79 80 82
5 0,00 0,00 230 0,00 23,20 23,20 2580 27,20 4,40 11,40 14,00 10,00 81 80 82 81
6 0,00 750 040 0,00 2480 2580 2680 27,40 7,80 10,60 12,80 8,80 79 78 78 79
7 0,00 0,00 0,00 0,00 2640 2540 26,60 2600 440 8,20 11,20 10,80 77 77 76 81
8 0,00 0,00 9,00 3,10 25,60 26,20 25,40 27,20 9,40 8,60 14,20 12,00 78 74 79 80
9 0,00 000 460 000 24,80 26,00 19,00 20,00 9,40 8,40 11,00 11,80 80 73 91 91
10 0,00 0,00 0,00 0,00 27,40 26,20 25,20 26,20 9,00 9,40 9,60 11,00 77 76 84 86
11 0,00 0,00 0,00 2,80 24,60 26,60 27,00 28,60 9,00 10,00 13,20 10,80 78 74 84 85
12 0,00 0,00 0,00 9,60 25,20 25,80 26,80 25,20 7,40 9,60 11,60 11,40 78 74 84 84
13 000 0,00 0,20 12,70 24,80 26,80 28,20 25,40 8,20 9,80 13,00 11,00 79 73 78 82
14 0,00 0,00 0,00 0,00 2560 2660 26,00 25,60 7,80 9,00 12,20 12,00 80 74 76 83
15 0,00 0,00 2,50 3,10 25,80 25,80 28,20 26,20 7,60 11,00 10,60 12,20 77 73 75 83
16 0,00 0,00 0,00 7,60 27,40 27,40 26,20 24,60 7,80 11,00 12,80 13,20 80 67 76 90
17 0,00 0,00 09 040 28,60 24,20 29,20 26,00 7,40 13,00 10,60 12,40 74 76 78 88
18 0,00 250 0,00 99 30,00 2360 29,80 26,20 7,80 11,00 12,00 12,20 68 87 78 80
19 000 080 0,00 0,00 2860 2540 27,60 27,20 6,60 9,80 14,20 13,20 73 78 76 84
20 0,00 0,00 0,00 0,00 2800 2560 2940 23,40 8,20 11,80 13,20 13,20 73 82 74 88
21 000 000 150 0,00 2720 23,40 28,60 25,60 8.00 12,00 11,40 12,80 75 79 77 85
22 000 0,00 000 000 2720 27,20 2980 25,00 8,00 880 12,20 10,40 74 78 74 88
23 0,00 0,00 4,50 1,20 27,40 26,40 26,60 28,20 8,00 9,60 10,80 9,80 74 75 71 81
24 0,00 1,90 4,00 2,30 28,00 25,60 25,00 24,60 9,40 12,20 11,00 12,20 73 78 85 85
25 0,00 0,00 260 000 2820 27,20 17,00 26,80 9,20 9,20 9,80 12,40 73 76 97 80
26 0,00 0,00 0,00 7,20 27,00 29,00 25,80 19,80 9,80 11,60 12,40 10,60 76 76 85 90
27 0,00 000 250 090 2620 27,60 2580 23,60 9,00 12,20 13,80 11,00 78 76 87 88
28 0,00 4,20 0,00 10,10 27,20 29,00 26,80 26,60 11,80 14,80 12,60 12,40 76 79 82 81
29 0,00 0,00 0,00 1,70 27,80 25,40 23,60 26,80 10,20 10,80 10,60 12,60 77 79 83 73
30 0,00 0,00 780 7,30 27,80 24,80 25,60 23,80 10,00 11,40 13,20 11,40 74 82 80 90
31 1,20 1,50 26,60 22,40 9,60 12,60 78 92
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Anexo 2. Registro total de datos de calidad seminal de semen fresco de alpaca en la época de secano (agosto y septiembre). Laboratorio de Biotecnologia

Reproductiva de la Estacién INIA - CANAAN. Ayacucho, 2023

apaca 'Dalpaca  Fecha  color Uy ERUE FEAEE L M membrana()  membrana (%)  acrosoma (6
1 17026 14/8/2023 Blanco lechoso 1 2,5 3 254 80 56,38 44,6 92
1 17026 23/8/2023 Blanco lechoso 0,5 6 2,5 164 80 51,27 54,02 89,3
1 17026 28/8/2023  Blanco cristalino 3 5 3 119 95 57,05 49,34 96,92
2 7012 21/8/2023 Blanco lechoso 1 2 0,5 146 77,8 55,12 54,97 88,5
2 7012 24/8/2023 Blanco lechoso 11 15 0,2 191 67 51,37 48,13 93,27
2 7012 5/9/2023 Blanco lechoso 15 0,4 0,5 151 57,9 52,25 44,76 91,51
3 9184 23/8/2023 Blanco lechoso 1,5 1 0,2 164 53,8 52,4 70,98 91
3 9184 1/9/2023 Blanco cristalino 1,2 1 0,5 175 56,8 43,87 89,4 90,86
3 9184 8/9/2023 Blanco cristalino 1,5 0,2 0,3 187 50,3 49,26 77,93 98,51
4 50E 14/8/2023 Blanco lechoso 0,7 5 0,5 121 91,2 51,39 96,53 90
4 50E 28/8/2023 Blanco lechoso 2 10 0,5 81 74,8 55,86 95,63 94,09
4 50E 31/8/2023 Blanco lechoso 2 5 0,3 130 84,9 56,2 90,1 96,04
5 9210 15/8/2023 Blanco lechoso 1 0,5 96 58,9 54,51 46,31 94,52
5 9210 31/8/2023 Blanco lechoso 1 0,5 88 64,1 45,66 57,62 91,94
5 9210 4/9/2023 Blanco lechoso 15 2,4 0 132 80,7 57,73 48,84 95,81
6 2048 20/7/2023 Blanco lechoso 1 0,5 0,7 187 59,1 48,04 52,5 94,5
6 2048 25/7/2023 Blanco lechoso 1,2 5 0,5 192 61,6 50,32 59,4 95
6 2048 9/8/2023 Blanco lechoso 1 1 0,5 118 57,8 56,78 47,26 95
7 204 21/8/2023 Blanco cristalino 2,7 2 4,5 55 48,2 46,95 74 89,52
7 204 4/9/2023 Blanco cristalino 4,3 2 2 67 51,7 45,75 77,67 91,43
7 204 5/9/2023 Blanco cristalino 2 15 2 40 60 57,71 61,29 94
8 1997 28/8/2023 Blanco lechoso 1,6 1 2 50 58,5 58,74 61 88,5
8 1997 5/9/2023 Blanco cristalino 35 0 1 65 52,6 55,62 62,62 89,2
8 1997 8/9/2023 Blanco cristalino 1,2 0,5 2 49 54,1 65,61 77,63 99,12
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Anexo 3. Registro total de datos de calidad seminal de semen fresco de alpaca en la época de lluvia (noviembre y diciembre). Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la Estacion INIA - CANAAN. Ayacucho, 2023

N° ID Fecha Color Vol. Espuma Filancia C_onc. Motilidad Integridad Funcional Integridad
alpaca alpaca (mL) (cm) (cm) (Mill/mL) (%) membrana (%) membrana (%) acrosoma (%)

1 17026 31/10/2023 Blanco lechoso 1,8 5 1 150 59,9 56,01 41,25 94,59
1 17026 3/11/2023 Blanco lechoso 2 5 2 163 64,1 52,61 34,35 97,04
1 17026 6/11/2023 Blanco lechoso 2 2 2 180 58,2 51,48 46,12 94,26
2 7012 25/9/2023 Blanco lechoso 1 0,5 0 163 97,8 40,41 75,94 99,04
2 7012 24/10/2023 Blanco lechoso 15 0,3 0 176 95,1 54,08 81,06 99,55
2 7012 27/10/2023 Blanco lechoso 1,8 0,3 0 163 80,1 52,41 65,79 94,42
3 9184 3/11/2023 Blanco lechoso 0,6 2 0 132 81 48,7 83,77 97,32
3 9184 9/11/2023 Blanco lechoso 0,2 0,3 0 119 97,3 56,8 73,24 96,66
3 9184 27/11/2023 Blanco lechoso 0,3 0 0,5 196 97,3 55,93 90,64 91,63
4 50E 16/10/2023 Blanco lechoso 0,7 4 0,2 199 56,6 51,54 90,47 96,19
4 50E 25/10/2023 Blanco lechoso 15 5 0 108 52,5 54,45 95,04 100
4 50E 3/11/2023 Blanco lechoso 0,7 3 0 181 82,8 53,59 95,63 99
5 9210 31/10/2023 Blanco cristalino 0,6 4 0 95 50,1 39,01 56,72 89,55
5 9210 22/11/2023 Blanco lechoso 1 3 0 114 57,2 55,2 62,07 95,57
5 9210 24/11/2023 Blanco lechoso 1,2 4 0,5 71 54,4 45,73 62,07 95,57
6 2048 25/9/2023 Blanco lechoso 1,8 0,5 0 178 61,4 55,56 34,5 94,65
6 2048 6/10/2023 Blanco cristalino 0,8 0,4 0,2 117 61,5 52,94 32,71 92
6 2048 23/10/2023 Blanco lechoso 15 0,3 0 125 55,1 49,19 36,87 97,16
7 204 2/10/2023 Blanco cristalino 1,2 0,3 2 46 76,4 47,35 55,78 88,4
7 204 13/10/2023 Blanco cristalino 2,5 1,7 3 58 74,1 57,35 45,78 89,15
7 204 16/10/2023 Blanco cristalino 1.8 1 3 59 63,6 61,61 50,92 87,96
8 1997 10/10/2023 Blanco cristalino 0.6 0 3 150 55,2 46,2 51,24 97,51
8 1997 24/10/2023 Blanco cristalino 4 2 3 66 49,6 42,58 39,22 84,31
8 1997 8/11/2023 Blanco cristalino 15 0,2 15 102 79,5 55,28 35,52 95,05
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Anexo 4. Datos de concentracion total de proteinas (pg/pL) en el plasma seminal de alpaca (r=3). Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Biologia
- UNSCH. Ayacucho, 202

Epoca de secano Epoca de lluvia
N° alpaca ID alpaca ;

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 MEDIA = DS
1 17026 8,49 14,73 10,82 11,35+£1,82 10,19 7,88 12,37 10,15+1,3
2 7012 6,08 5,65 4,83 5,52 £ 0,37 10,76 9,22 17,56 12,51 + 2,56
3 9184 7,24 10,88 10,04 9,39+1,10 11,23 14,58 11,79 12,53+ 1,04
4 50E 15,89 15,14 11,23 14,09+ 1,44 9,70 18,28 23,08 17,02 £ 3,91
5 9210 19,02 17,12 19,59 18,58 £ 0,75 10,78 11,60 20,80 14,39 + 3,21
6 2048 8,53 13,92 11,13 11,19 £ 1,56 13,98 19,53 14,57 16,03+ 1,76
7 204 16,44 16,63 12,90 15,32 £1,21 14,54 18,98 15,00 16,17 +£1,41
8 1997 9,62 10,85 14,54 11,67 £1,48 11,56 12,59 14,16 12,77 £ 0,76
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Anexo 5. Datos de los pesos moleculares (kDa) de las bandas identificadas en los 8 machos evaluados en la época de secano (r=3).
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Biologia - UNSCH. Ayacucho, 2023

N° alpaca
N° Banda 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio
17026 7012 9184 50E 9210 2048 204 1997

1 123,81 119,12 122,34 118,07 120,84
2 84,97 82,95 79,66 82,53
3 75,95 73,22 73,20 73,38 74,20 70,88 73,67 75,86 73,79
4 67,71 67,09 66,14 66,12 66,16 66,85 67,69 68,67 67,05
5 60,74 59,37 59,14 59,02 59,67 59,81 59,90 60,85 59,81
6 51,47 49,31 49,70 50,67 50,29
7 42,85 41,88 42,99 42,57
8 37,18 36,17 35,97 35,50 36,70 36,97 36,41
9 30,38 29,75 29,65 29,30 29,06 29,75 30,23 31,07 29,90
10 25,95 26,22 25,42 27,44 26,26
11 15,07 15,19 14,91 14,71 14,74 14,93 14,97 14,93
12 10,97 11,74 10,51 9,72 9,86 10,83 10,45 10,67 10,59
13 6,37 6,40 6,37 6,27 6,20 6,22 6,20 6,28 6,29

> Bandas 10 9 10 10 11 10 9 10
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Anexo 6. Datos de los pesos moleculares (kDa) de las bandas identificadas en los 8 machos evaluados en la época de lluvia (r=3).
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Biologia - UNSCH. Ayacucho, 2023

N° alpaca
N° Banda 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio
17026 7012 9184 50E 9210 2048 204 1997

Bl 124,22 122,88 123,01 126,51 122,87 123,90
B2 80,99 82,64 81,83 81,82
B3 73,57 74,32 72,30 72,18 73,26 71,70 72,91 75,11 73,17
B4 67,36 66,66 65,86 65,78 65,64 66,54 67,30 69,14 66,78
B5 59,93 59,06 58,83 59,04 59,42 59,29 59,96 61,34 59,61
B6 51,46 48,73 50,12 50,33 52,17 50,56
B7 42,15 41,39 42,37 42,23 42,03
B8 36,77 36,02 36,25 35,78 35,70 35,49 36,98 36,97 36,24
B9 29,91 28,82 29,46 29,08 28,94 28,83 29,73 29,84 29,32
B10 25,55 25,45 25,70 25,01 27,03 25,75
B11 14,27 14,81 14,44 14,24 14,41 14,38 14,91 14,50
B12 9,96 9,92 9,34 9,29 9,58 9,52 9,95 10,35 9,74
B13 6,22 6,65 6,20 6,20 6,20 6,20 6,20 6,22 6,26

> Bandas 10 11 11 10 11 12 9 11
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Anexo 7. Correlacion de Person (r) de las bandas de proteinas identificadas y los parametros de calidad
de semen fresco de alpaca en la época de secano, en el programa SPSS. Ayacucho, 2023

VEanda  Flancia  moviigad G0 Fundona o mueorea
r 0,674 -0,845 -0,571 -0,715 -0,198
1 Sig. 0,326 0,155 0,429 0,285 0,802
N 4 4 4 4 4
r -0,982 -0,842 -0,804 0,258 -0,186
2 Sig. 0,123 0,363 0,405 0,834 0,881
N 3 3 3 3 3
r -0,730" -0,372 -0,433 -0,346 0,121
3 Sig. 0,040 0,364 0,284 0,401 0,775
N 8 8 8 8 8
r -0,311 -0,002 -0,761" -0,172 -0,174
4 Sig. 0,453 0,997 0,028 0,683 0,680
N 8 8 8 8 8
r -0,224 -0,337 -0,377 -0,324 -0,582
5 Sig. 0,593 0,415 0,357 0,434 0,131
N 8 8 8 8 8
r 0,277 -0,808 -0,761 0,835 -0,713
6 Sig. 0,723 0,192 0,239 0,165 0,287
N 4 4 4 4 4
r 0,927 0,119 0,195 -0,186 -0,983
7 Sig. 0,245 0,924 0,875 0,881 0,117
N 3 3 3 3 3
r 0,245 0,007 0,083 -0,823" 0,056
8 Sig. 0,639 0,990 0,876 0,044 0,916
N 6 6 6 6 6
r -0,478 0,032 -0,690* -0,430 0,162
9 Sig. 0,231 0,939 0,050 0,288 0,702
N 8 8 8 8 8
r -0,074 -0,338 -0.399 -0,265 0,588
10 Sig. 0,926 0,662 0,601 0,735 0,412
N 4 4 4 4 4
r 0,243 0,403 0,447 0,409 0,507
11 Sig. 0,600 0,371 0,315 0,363 0,245
N 7 7 7 7 7
r 0,591 -0,399 -0,131 -0,004 -0,854™
12 Sig. 0,123 0,328 0,758 0,992 0,007
N 8 8 8 8 8
r 0,548 -0,317 -0,340 0,169 0,196
13 Sig. 0,160 0,444 0,410 0,689 0,641
N 8 8 8 8 8

*Correlacion significativa (p<0,05); **Correlacion significativa (p<0,01)
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Anexo 8. Correlacion de Person (r) de las bandas de proteinas identificadas y los parametros de calidad
de semen fresco de alpaca en la época de secano, en el programa SPSS. Ayacucho, 2023

VEanda  Fincia  movigd e Tundond  eoricas
r 0,360 -0,252 0,807 -0,612 -0,736
1 Sig. 0,552 0,683 0,099 0,273 0,156
N 5 5 5 5 5
r 0,455 0,546 -0,356 0,626 0,687
2 Sig. 0,699 0,633 0,768 0,570 0,518
N 3 3 3 3 3
r -0,431 -0,273 -0,190 0,145 0,579
3 Sig. 0,287 0,513 0,652 0,732 0,133
N 8 8 8 8 8
r -0,393 0,518 -0,086 0,262 0,287
4 Sig. 0,335 0,189 0,840 0,531 0,491
N 8 8 8 8 8
r -0,211 0,333 -0,236 0,210 0,120
5 Sig. 0,616 0,420 0,574 0,618 0,778
N 8 8 8 8 8
r 0,291 0,707 0,961 0,240 -0,386
6 Sig. 0,635 0,182 0,009 0,697 0,522
N 5 5 5 5 5
r -0,135 0,987" 0,475 0,821 0,684
7 Sig. 0,865 0,013 0,525 0,179 0,316
N 4 4 4 4 4
r -0,158 0,452 0,173 0,448 -0,001
8 Sig. 0,709 0,261 0,682 0,266 0,999
N 8 8 8 8 8
r -0,275 0,248 -0,170 0,487 -0,033
9 Sig. 0,510 0,553 0,687 0,220 0,939
N 8 8 8 8 8
r 0,019 -0,843 -0,401 -0,055 0,277
10 Sig. 0,976 0,073 0,504 0,930 0,652
N 5 5 5 5 5
r -0,073 0,024 -0,133 0,252 -0,034
11 Sig. 0,876 0,960 0,776 0,585 0,942
N 7 7 7 7 7
r 0,851™ -0,056 0,485 -0,427 -0,716"
12 Sig. 0,007 0,895 0,223 0,291 0,046
N 8 8 8 8 8
r 0,586 -0,331 0,612 -0,490 -0,789"
13 Sig. 0,127 0,423 0,107 0,218 0,020
N 8 8 8 8 8

*Correlacion significativa (p<0,05); **Correlacion significativa (p<0,01)
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|Anexo 9. Entrenamiento de alpacas al montado del maniqui y la vagina artificial.
Chicllarazo, Cangallo, Ayacucho 2023.
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Anexo 10. Armado de vagina artificial y recoleccién de semen de alpaca. INIA-CANAAN,
Ayacucho 2023.
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Anexo 11. Recepcion de muestra seminal y andlisis de calidad. INIA-CANAAN,
Ayacucho 2023.
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Anexo 12.  Preparacién de curva de calibracién con albdmina y cuantificacién de
proteina total en el espectrofotometro. Laboratorio de Biotecnologia,
UNSCH, Ayacucho 2023.
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Anexo 13.  Preparacion de geles para electroforesis SDS-PAGE-1D y cargado de
muestras. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

Anexo 14.  Preparacion de muestras para electroforesis SDS-PAGE-1D. Laboratorio de
Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Anexo 15. Corrida de electroforesis SDS-PAGE-1D, coloracion y decoloracion de
geles. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.
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Anexo 16.  Andlisis de geles de electroforesis SDS-PAGE-1D con el programa Image
Lab 6.1. Laboratorio de Biotecnologia, UNSCH, Ayacucho 2023.

2 Image Lab 6.1 - o x

Bandlabel  Mol.Wt. (KDa) Relative Front  Adj.Volume (int)  Volume (Int)  Abs. Quant. Rel. Quant.
66.2 0.201 16,357,085 130,304,922 NIA 1.01 5.0
66.1 0.239 20,732,454 94,479,565 NA 128 63
596 0.261 43,801,323 170,776,622 NA 270 134
520 0.291 6,604,637 75,473,998 NIA 0.41 20
443 0326 1912514 85,073,955 NIA 0.12 06
363 0.415 11,455,682 244,031,707 A 07 35
295 0.505 37,828,232 NA 233 16 -
< = o Tt - o >

50000 7

525007

450007

£ 375007

Intensity (Int)

300007

225007

150007

75007

0.00 0.25 0.0 R 0.75 1.00
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Anexo 17.  Equipo de tesistas y asesores del proyecto. Ayacucho 2023.
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Anexo 18. Matriz de consistencia.
MARCO HIPOTESIS VARIABLES E ]
PROBLEMA OBJETIVOS TEORICO INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL Los parametros | VARIABLES 1. DISENO DE INVESTIGACION

¢Las épocas de
secano y de lluvia
influyen en la
composicion
proteica del
plasma seminal
de alpacay
relacionarlo con
los parametros de
la calidad
seminal?

Caracterizar el perfil
electroforético de proteinas del
plasma seminal de alpaca en
dos épocas del afio y
relacionarlo con los
parametros de calidad
seminal.

ESPECIFICOS

1. Evaluar los parametros de
calidad seminal
(viscosidad, motilidad,
vitalidad, funcionalidad de
la membrana e integridad
del acrosoma) del semen
fresco de alpaca en época
de lluvia y secano.

2. Determinar la
concentracion total de
proteinas del plasma
seminal de alpaca en
época de lluvia y secano.

3. Realizar el perfil
electroforético de proteinas
del plasma seminal de
alpaca en época de lluvia 'y
secano.

1. Antecedente
S

2. Descripcion

de variables:

- Proteinas del
plasma
seminal.

- Influencia de
la
estacionalidad
en proteinas
del plasma
seminal.

- Parametros
para evaluar la
calidad
seminal.

de calidad
seminal y las
proteinas  del
plasma seminal
en la época de
secano y lluvia
seran
diferentes.

INDEPENDIENTES

- Epocas del afio

Indicadores:

- Epoca de lluvia
- Epoca de secano

VARIABLES
DEPENDIENTES

1.

2. Proteinas del plasma

Parametros de calidad

seminal
Indicadores

- Concentracion (108/ml)
- Motilidad (%)

- Filancia (cm)

- Viabilidad (%)

- Funcionalidad de la

membrana (%)

- Integridad del acrosoma

(%)

seminal
Indicadores

- NUmero de proteinas
- Pesos moleculares (KDa)
- Concentracion relativa.

Basica

2. TIPO DE INVESTIGACION
Descriptiva, cuantitativa

3. POBLACION

Alpacas machos en edad reproductiva de la
Estaciébn Experimental Agraria Canaan del INIA,
Ayacucho.

4. MUESTRA

10 alpacas machos en edad reproductiva de la
Estacion Experimental Agraria Canaan del INIA,
Ayacucho.

5. TECNICA

Prueba de viscosidad por filancia.

Motilidad progresiva y total con el programa CASA
Prueba de vitalidad con Eosina-Nigrosina

Prueba HOST para funcionalidad de membrana.
Prueba con Coomassie Blue para Integridad del
acrosoma.

Método de Bradford

Electroforesis Unidimensional

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados seran evaluados con la prueba
estadistica de Prueba t para 2 muestras
relacionadas y correlacion de Pearson con el
programa SPSS.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Kattery Rossabel CORDERO RUA
RESOLUCION DECANAL N° 559-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia miércoles once de diciembre del afio
dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, participando
como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, al mismo tiempo actuando como
(miembro — jurado), el Dr. Gilmar Pefia Rojas (miembro — jurado), Blgo. Tomas Yuret Miranda
Tomasevich (miembro — jurado), Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua (miembro — asesor), actuando
como secretario docente el Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia; para presenciar la sustentacion de tesis
titulada: Estudio comparativo del perfil electroforético del plasma seminal de semen fresco de
Vicugna pacos “alpaca” en dos épocas del afio y su relacién con los parametros de calidad seminal.
Ayacucho, 2023. presentado por la Bach. Kattery Rossabel CORDERO RUA; el presidente luego de
verificar la documentacién presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacion
generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de
sustentacién, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su
trabajo de investigacidn tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela
Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada la
exposicién, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invité
a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para que los
miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados
son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicidon Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista 18 18 18
Dr. Gilmar Pefia Rojas 17 15 16
Blgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich 19 19 19
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzé el promedio de 18 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizo el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis de |a tarde con
veinte minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.
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N° 014-2025-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Estudio comparativo del
perfil electroforético del plasma seminal de semen fresco de Vicugna pacos “alpaca”
en dos épocas del afio y su relaciéon con los parametros de calidad seminal.
Ayacucho, 2023, por KATTERY ROSSABEL CORDERO RUA,; he constatado por medio
del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 13%,
grado de coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacién de la UNSCH, aprobado con
Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acomparia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 04 de abril de 2025.
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